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1 Zusammenfassung/Summary                                                1  
1 Zusammenfassung 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Untersuchung des Beitrags der zur Verfügung 
stehenden Wege  und  deren  Regulation  bei  der  Reparatur  der  strahleninduzierten  DNA‐
Doppelstrangbrüche  (DSBs)  im  DT40‐Zellsystem.  Im  ersten  Teil  dieser  Arbeit wurden  die 
Wechselwirkungen der beiden klassischen DNA‐Doppelstrangbruch‐Reparaturwege, c‐NHEJ 
(canonical  non‐homologous  end‐joining)  und  HR  (homologous  recombination)  durch  den 
Zellzyklus untersucht. Anhand von WT und Reparaturmutanten, die einen Defekt im c‐NHEJ 
(Ku70‐/‐) bzw. in der HR (Rad54‐/‐) oder in beiden Reparaturwegen (Ku70‐/‐/Rad54‐/‐) aufwei‐
sen, wurden das  klonogene Überleben und die Reparatur genauer analysiert. Mithilfe der 
Überlebensexperimente mit  exponentiell wachsenden  Zellen  konnte  gezeigt werden, dass 
die Zellen der Doppelmutante (Ku70‐/‐/Rad54‐/‐) die strahlenempfindlichste Zelllinie darstel‐
len, was  die Wichtigkeit  der  beiden Reparaturwege  für  das Überleben  nach  ionisierender 
Strahlung unterstreicht. Die Zellen der HR‐Mutante (Rad54‐/‐) zeigten eine moderate Strah‐
lenempfindlichkeit.  Interessanterweise  wies  die  Überlebenskurve  der  c‐NHEJ‐Mutante 
(Ku70‐/‐) ein biphasisches Verhalten auf, welches sich bei niedrigen Dosen (bis 2 Gy) in einer 
Strahlensensitivität, bei höheren Strahlendosen  (4‐10 Gy)  jedoch  in einer Strahlenresistenz 
gegenüber dem WT äußerte. Die  in dieser Arbeit etablierte Messung der Zellzyklusphasen‐
abhängigen Reparatur in DT40‐Zellen unterstützte nur partiell das aus dem Säugetierzellsys‐
tem bekannte Reparaturmodell und das biphasische Verhalten der Ku70‐/‐‐Mutante im Über‐
lebensexperiment. Analysen der  γH2AX‐Foci  zeigten, dass  auch  im DT40‐Zellsystem das  c‐
NHEJ der dominante Weg für die in der G1‐Phase bestrahlten Zellen ist. Die Reparaturstudi‐
en der in der G2‐Phase bestrahlten Zellen verdeutlichen, dass trotz der hohen HR‐Frequenz 
in den DT40‐Zellen, das c‐NHEJ den größeren Anteil an DSBs als der Vorgang der HR besei‐
tigt. Um  einen  genaueren  Einblick  in  den  Beitrag  der  jeweiligen  Reparaturwege  nach  Be‐
strahlung  in  der  S‐Phase  zu  gewinnen,  wurden  S‐Phase  Zellen  anhand  spezifischer  EdU‐
Muster in drei Untergruppen (frühe, mittlere und späte S) unterteilt. Es konnte gezeigt wer‐
den, dass die  in der  frühen S‐Phase bestrahlten Zellen das c‐NHEJ bevorzugt nutzen, wäh‐
rend für die in der mittleren und späten S‐Phase bestrahlte Zellen die HR der dominierende 
Schritt  in  der  Reparatur  ist. Aufgrund  der  verbesserten  Reparatur  der  in  der mittleren  S‐
Phase bestrahlten Zellen der  c‐NHEJ‐Mutante  im Vergleich  zum WT, wurde angenommen, 
dass das c‐NHEJ  für diese Zellzyklusphase keine Rolle spielt. Aufgrund der Restreparatur  in 
der Doppelmutante  konnte der Einfluss eines  zusätzlichen Reparaturweges wie eines A‐EJ 
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(alternative end‐joinig)‐Mechanismus  in den DT40‐Zellen nicht ausgeschlossen werden. Die 
Reparaturstudien  ließen vermuten, dass die  in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen der 
c‐NHEJ‐Mutante aufgrund ihres gegenüber dem WT vorhandenen Reparaturvorteils zur ver‐
besserten Überlebensfähigkeit beitragen. Für die Überprüfung dieser Annahme wurden die 
Zellzyklusphasen‐spezifische Überlebensfähigkeit und die Reparaturmessungen in synchroni‐
sierten Zellen betrachtet. Aus diesem Experiment wurde ersichtlich, dass die  in der späten 
S/G2‐Phase  bestrahlten  Zellen  der  c‐NHEJ‐Mutante  trotz  eines  Reparaturdefektes  eine 
besserere Überlebensfähigkeit als der WT aufweisen. Die  in der mittleren S‐Phase bestrahl‐
ten Zellen der c‐NHEJ‐Mutante zeigen dagegen trotz des Reparaturvorteils eine im Vergleich 
zum WT deutlich niedrigere Überlebensrate. Diese  sich widersprechenden Ergebnisse wei‐
sen daraufhin, dass die Qualität der Reparatur ein entscheidender Faktor für die Überlebens‐
fähigkeit der Zelle ist. 
Im  zweiten Teil dieser Arbeit wurde die  Funktion des Proteins Artemis während der DSB‐
Reparatur  genauer untersucht. Aus  Studien mit  Säugetierzellen  ist bekannt, dass Artemis‐
defiziente Zellen empfindlich auf Strahlung reagieren und dass Artemis zusammen mit ATM 
an der langsamen Reparaturkomponente von strahleninduzierten DSBs sowohl in der G1‐ als 
auch  in der G2‐Phase beteiligt  ist.  In der G1‐Phase beteiligt sich Artemis am c‐NHEJ.  In der 
G2‐Phase ist es während der HR für die Reparatur heterochromatischer DSBs verantwortlich. 
In den Überlebensexperimenten mit DT40‐Zellen wurde  in der vorliegenden Arbeit gezeigt, 
dass Artemis‐defiziente Zelllinien strahlenempfindlich sind. Mithilfe der γH2AX‐Foci‐Analyse 
wurde  festgestellt,  dass Artemis während  der Reparatur  nach  Bestrahlung  in  der G1, G2, 
sowie  in der frühen und der späten S‐Phase wichtig  ist. Dagegen  läuft die Reparatur der  in 
der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen in der Abwesenheit von Artemis schneller als im WT 
ab,  was  die  chromosomalen  Studien  ebenfalls  unterstützen.  Die  Reparatur  in  den            
Ku70‐/‐/Art‐/‐‐ sowie Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Doppelmutanten verläuft nahezu in allen Zellzyklusphasen 
besser  als  in  den  Ku70‐/‐‐  und  Rad54‐/‐‐Einzelmutanten.  Die  Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Doppelmutante 
bildet jedoch in der G1‐Phase einen mit der Art‐/‐‐defizienten Zelllinie vergleichbaren Repara‐
turdefekt aus. Das Aufheben der Reparaturdefekte in der c‐NHEJ‐ und HR‐Mutante durch die 
Artemis‐Deletion deutet daraufhin, dass die DSBs ungehindert über  alternative Mechanis‐
men repariert werden. Diese werden insbesondere aktiviert, wenn klassische Reparaturwege 
fehlen. Somit scheint Artemis eine neue Funktion auszuführen, indem es als ein molekularer 
Schalter die Wahl der Reparaturwege, c‐NHEJ, HR und A‐EJ‐Mechanismen regelt. 
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Summary 
The present thesis is concentrated on contribution and regulation of the available DSB repair 
pathways  in DT40 cells. The main aim of the first part was the  investigation of the  interac‐
tions between two classical DNA‐double strand break repair mechanisms, c‐NHEJ (canonical 
non‐homologous end‐joining) and HR (homologous recombination) through out the cell cy‐
cle. Using WT cells and mutants with lack of c‐NHEJ‐gene (ku70) or HR‐gene (rad54) or even 
of the both pathways clonogenic cell survival and DSB repair capacity were investigated. The 
survival assay with asynchronous cells, that are deficient in both pathways as well in c‐NHEJ 
as in HR, has shown the poorest survival, supporting the importance of both repair pathways 
for  survival after  ionizing  radiation. The HR‐mutant had a moderate  sensitivity  toward  the 
irradiation, whereas  the  survival of  c‐NHEJ‐mutant was described by  the biphasic  survival 
curve, indicating cell cycle phase dependency. One subpopulation was more sensitive (up to 
2 Gy) and the other subpopulation was more resistant  (4‐10 Gy) than the WT cells.  In this 
work the new established cell‐cycle dependent methods for evaluation of DSB repair in DT40 
cells supported only partially  the known mammals´  repair model and  the biphasic survival 
curve of  the c‐NHEJ mutant. By  the means of  γH2AX‐foci  it was shown,  that  the c‐NHEJ  is 
also the mostly dominant pathway  in DT40 cells during repair of radiation‐induced DSBs  in 
G1. Despite higher frequencies of HR in DT40 cells than in mammals they prefer c‐NHEJ over 
the HR after they  irradiated  in G2. For detailed analysis of contribution of repair pathways 
after  irradiation  in  the  S‐phase,  the  S‐phase  cells  were  differentiated  by  various  EdU‐
patterns  in  three  different  groups  (early, middle  and  late  S‐phase  cells).  c‐NHEJ  is  active 
preferentially in the cells, which are irradiated in early S. HR is the dominant repair pathway 
in the cells, which are irradiated in the middle or late of the S phase. The absence of c‐NHEJ 
in  the Ku70‐/‐ cells, which are  irradiated  in  the middle S phase,  leads  to more  rapid  repair 
than in WT. An other observation was that the double‐mutant cells with the absence of Ku70 
and Rad54 have a slight  repair, suggesting  that  the action of A‐EJ  (alternative end‐joining) 
mechanisms for DSB repair can not be completely excluded. The γH2AX foci measurements 
in  the  irradiated cells  in  the middle of  the S phase and  in G2 were confirmed by cell‐cycle 
dependent chromosomal analysis. The repair studies implied a presumption that the middle 
S phase cells of c‐NHEJ mutant are the better survived subpopulation. To verify this hypothe‐
sis  the measurements of  repair and  the cell cycle dependent  survival  in  synchronous cells 
were performed. This experiment demonstrated that late S/G2 cells of c‐NHEJ mutant had a 
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better survival than the WT, despite the repair defect. The cells  irradiated  in the middle of 
the  S  phase  in  the  c‐NHEJ mutant  had  a  poor  survival,  although  these  cells  showed  less 
γH2AX‐foci than the WT cells. These apparently contradicting findings are the strong indica‐
tion that the quality of repair is a decisive factor for the cell survival.  
The second part of the thesis was the investigation of the function of protein Artemis during 
DSB repair. From  the studies with mammalian cells  it  is known  that Artemis‐deficient cells 
are sensitive toward ionizing radiation. Together with ATM, Artemis is required for the slow 
DSB‐repair process after irradiation in G1 and G2 phases. In G1 Artemis seems to be a part of 
c‐NHEJ during the fast and a part of A‐EJ during the slow component. The slow repair pro‐
cess  in G2  represents HR  and  repairs preferentially heterochromatic DSBs.  In  the present 
study  the  results of  clonogenic  survival  assay with exponential  growing  cells  showed  that 
Artemis‐deficient cells are more sensitive to radiation than the WT. With γH2AX foci analysis 
it was demonstrated  that Artemis  is  involved  in  the DSB  repair after  irradiation  in G1, G2, 
early and  late  S phase. The Artemis‐deficient  cells after  irradiation  in  the middle of  the  S 
phase had an advantage in the repair, in comparison to WT. The repair in Ku70‐/‐/Art‐/‐‐ and 
Rad54‐/‐/Art‐/‐‐double‐mutants had  an  improved  repair  after  irradiation  in  all  cycle phases 
compared  with  Ku70‐/‐‐  and  Rad54‐/‐‐single‐mutants.  The  Rad54‐/‐/Art‐/‐‐double‐mutant 
showed a comparable repair defect with Art‐/‐‐single‐mutant after irradiation in G1. The ab‐
rogation of repair defects  in the c‐NHEJ‐ and HR‐mutant after deletion of Artemis  is  indica‐
ting that DSBs can be repaired unhampered by alternative repair pathways, which are more 
activated, if classical repair pathways are absent. These findings are suggesting a new func‐
tion of Artemis as a molecular switch for regulating the choice between repair pathways, like 
HR, c‐NHEJ and A‐EJ‐mechanisms.      
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2 Einleitung 
2.1 Strahleninduzierte DNA‐Schäden 
Elektromagnetische Strahlung kann häufig durch eine indirekte Wirkungsweise, über Bildung 
hochreaktiver  Radikale  eine Vielzahl  unterschiedlicher  Schäden  in  der DNA  induzieren.  Je 
nach Schweregrad und Häufigkeit werden DNA‐Schäden  in mehrere Klassen unterteilt. Ne‐
ben Veränderungen  an den Basen wie Modifikationen, Dimer‐Bildung oder deren Verlust, 
kommt es im Wesentlichen zu den Schäden am Zucker‐Phosphat‐Rückgrat der DNA. Die Ver‐
änderungen an den Basen sind aber auch ein relativ häufiger Effekt der Strahlung.  Ihre An‐
zahl wird auf 1000 bis 2000 Schäden pro Gy geschätzt. Daneben können Einzelstrangbrüche 
(SSBs, single‐strand breaks) induziert werden, deren Anzahl zwischen 500‐1000 pro Gy liegt. 
Auch DSBs  können durch die  Strahlung  induziert werden.  In einer menschlichen Zelle mit 
haploidem Chromosomensatz beträgt die Anzahl von DSBs ca. 20‐30 pro Gy (Löbrich et al., 
1995).  Außerdem  können  durch  1Gy  30  DNA‐DNA‐  und  150  DNA‐Protein‐Vernetzungen 
(Cross  links)  erzeugt werden  (Ward,  1995). Während  die  Basenschäden  oder  SSBs  relativ 
schnell über die Mechanismen wie die Basen (base excision repair, BER)‐, Nukleotid‐Excisions 
(nucleotide excision repair, NER)‐ oder Einzelstrangbruchreparatur (single‐strand repair, SSR) 
beseitigt  werden  und  keine  Auswirkung  auf  das  Zellüberleben  haben,  kann  ein  einziger 
unreparierter DNA‐Doppelstrangbruch  die  genomische  Integrität  gefährden  und  somit  die 
Überlebensfähigkeit beeinträchtigen. An den DSB‐Enden kommt es oft zu weiteren Verände‐
rungen, indem OH‐Gruppe am 3´‐Ende oder Phosphatgruppe am 5´‐Ende verloren gehen. Es 
können Modifikationen durch das Anhängen von z. B. Phosphoglycolaten an der OH‐Gruppe 
auftreten. Alle diese Faktoren können die Reparatur erschweren, da die Enden zunächst ei‐
ner Prozessierung unterzogen werden müssen, bevor sie  ligiert werden können (Hall et al., 
2006). Die Zelle hat  für die Reparatur der DSBs effektive Mechanismen entwickelt, welche 
für die genomische Stabilität sorgen (Kiefer 1990; Knowls & Selby 2005; Kegel et al., 2007). 
Kommt  es  zu  einer  mehrfachen  Schädigung  in  einem  lokal  begrenzten  Bereich  weniger 
Nanometer auf der DNA, so können sich die einzelnen Schadensarten anhäufen. Diese Stel‐
len werden als locally multiply damaged sites (LMDS) bezeichnet (Ward, 1985).  
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2.2 Induktion von DSBs und Schadensweiterleitung in der eukaryotischen Zelle  
Die Zellen eines jeden lebenden Organismus haben im Verlauf der Evolution viele Strategien 
entwickelt,  um  auf  die  exogenen  oder  endogenen  Noxen  zu  reagieren  und  um  die 
genomische  Integrität  zu  bewahren. Dabei  gilt  es  für  jede  Zelle  die  schädigenden  Signale 
richtig  zu  erkennen,  zu  verarbeiten  und weiterzuleiten.  Diese  Signaltransduktionskaskade 
wird als DNA Damage Response (DDR) bezeichnet (Abb. 2.1). Die DDR ist komplex und bein‐
haltet zwei wichtige Reaktionen, eine schnelle Aktivierung der Checkpoints (Kontrollpunkte) 
im Zellzyklus und eine Rekrutierung der Proteine der DNA‐Reparaturmaschinerie an den DSB 
(Price & D´Andrea, 2013). DSBs können durch endogene Prozesse oder auch durch exogen 
einwirkende  Faktoren  entstehen.  Solche  Prozesse wie  V(D)J‐Rekombination,  Class  Switch 
Recombination und der Vorgang der Meiose sind endogene Quellen für die DSB‐Entstehung. 
Aber auch durch toxische Stoffwechselprodukte wie ROS (reactive oxygen species) und Rep‐
likation können DSBs induziert werden (Wallace et al., 2002; Bravard et al., 2006; Montaner 
et al., 2007). Zu den exogen wirkenden Faktoren gehören chemische Agenzien, Chemothe‐
rapeutika und die ionisierende Strahlung (IR).  
Wird in einer Zelle ein DSB induziert, so wird dieser zunächst von den unterschiedlichen Pro‐
teinen wie  Ku, MRN‐Komplex  (MRE11‐NBS1‐RAD50)  oder  auch  PARP1  (Poly(ADP‐Ribose)‐
Polymerase  1)  erkannt.  Sie  alle  können  an  die DNA‐Enden  binden  und  diese  stabilisieren 
(D’Amours & Jackson, 2002). MRE11 (meiotic recombination 11) rekrutiert und aktiviert an‐
schließend ATM (ataxia telangiectasia mutated), eine PI3K‐ähnliche Kinase, die als zentrales 
Protein während der DDR fungiert und durch Phosphorylierung weiterer Proteine das Scha‐
denssignal weiterleitet  (Lavin, 2008; Sun et al., 2010). So können zum einen Proteine akti‐
viert werden, die einen Checkpoint und damit Zellzyklusarrest an einem bestimmten Kont‐
rollpunkt  im Zellzyklus einleiten (z. B. p53 und Chk2 (cell cycle checkpoint kinase 2)). Durch 
diesen Arrest hat die Zelle Zeit, die geschädigte DNA zu reparieren (Mu et al., 2007). Neben 
der Proteine, die an der Progression  im Zellzyklus beteiligt  sind, phosphoryliert ATM auch 
eine Vielzahl von Proteinen der DNA‐Reparatur, wie z. B. BRCA1 (breast cancer associated 1) 
und 53BP1 (p53 binding protein 1) (Ciccia &Elledge, 2010; Jackson & Bartek, 2009; Kennedy 
& D’Andrea, 2006). Ohne Reparaturprozesse gehen der Zelle wichtige genetische Informati‐
onen  verloren.  Kommt  es  zu  Fehlern  in  der  Zellzyklusregulation  sowie  in  der  Reparatur 
selbst, können Mutationen und Krebs entstehen. Sind die Schäden zu komplex und bleiben 
lange Zeit unrepariert, kann die Zelle Apoptose einleiten.  
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Abb. 2.1: Zellreaktionen nach einem DNA‐Doppelstrangbruch
Die in der Zelle endogen auftretenden Mechanismen (V(D)J‐Rekombination, Class Switch Recombination (CSR), 
Meiose, Fehler  in der Replikation) sowie exogen einwirkende Faktoren (ionisierende Strahlung, genotoxische 
Agenzien) können DSBs induzieren. Die Schadenserkennung kann entweder durch die Proteine Ku oder MRN‐
Komplex oder Parp1 stattfinden. Die Signalweiterleitung wird unter anderem durch das Protein ATM bewerk‐
stelligt,  welches  als  Kinase  eine  Vielzahl  an  Proteinen  der  DNA‐Reparatur  und  der  Zellzyklusregulation 
phosphoryliert. Die  inadäquate Nutzung der DNA‐Reparaturwege  (HR, c‐NHEJ oder A‐EJ) und der Zellzyklus‐
kontrollmechanismen (Zellzyklus‐Arrest, etc.) können zu einer Deregulation der genomischen Stabilität führen, 
so dass entweder Krebs entstehen oder Zelltod eintreten kann (Verändert nach Deriano & Roth, 2013).   
 
2.2.1 Bedeutung der H2AX‐Phosphorylierung 
Die DNA von eukaryotischen Zellen liegt im Zellkern in kompakten, hoch organisierten Struk‐
turen,  den  Chromosomen,  vor.  In  diesen  Strukturen  ist  die  DNA  mit  Histonen  und 
chromosomalen nicht Histon‐Proteinen assoziiert. Dabei stellen die Histone die grundlegen‐
de Struktur der Chromosomenorganisation dar, um die die DNA als jeweils 147‐Basenpaare 
langer Abschnitt 1,7‐mal umwunden ist. Ein Histonoktamer setzt sich aus H2A‐H2AB und H3‐
H4‐Paaren  zusammen  (Luger  et  al.,  1997).  Für  bestimmte  regulatorische  Prozesse  an  der 
DNA können Histone phosphoryliert, acetyliert, ubiquitiniert sowie methyliert werden (Price 
& D´Andrea, 2013). Die  am besten  charakterisierte Modifikation während der DDR  ist die 
Phosphorylierung des Histons H2AX. Das Protein H2AX ist eine Variante des Histons H2A und 
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repräsentiert  abhängig  von  der  untersuchten  Zelllinie  oder Gewebe  2‐25%  des  gesamten 
H2A‐Pools  in  den menschlichen  Zellen  (West &  Bonner,  1980). Die  Phosphorylierung  von 
H2A  findet am Serin‐Rest 139  im SQE‐Motiv am C‐terminalen Ende statt. Die SQE‐Sequenz 
stellt dabei die spezifische Erkennungsstelle für die Proteine der Phosphatidylinositol‐3´‐OH‐
Kinase ähnlichen Kinasen (PIKK) wie ATM, DNA‐PKcs (catalytic subunit of DNA‐PK) und ATR 
(ATM and Rad3  related) dar. Alle drei Kinasen  tragen  zur Phosphorylierung  von H2AX bei 
(Stiff  et  al.  2004,  Wang  et  al.  2005a,  Kinner  et  al.  2008,  Löbrich  et  al.  2010).  Die 
phosphorylierte Form wird als γH2AX bezeichnet und entsteht binnen 1‐3 Min nach Indukti‐
on eines DSBs. Die Phosphorylierung von H2AX betrifft nicht nur ein einziges Molekül. Viel‐
mehr erfahren alle H2AX‐Moleküle, die  im 2 MBp‐großen DNA‐Bereich um den DSB herum 
vorkommen,  diese Modifikation  (Rogakou  et  al.,  1998,  1999). Mittels  Immunfluoreszenz‐
basierten  Methoden  lassen  sich  die  akkumulierten  γH2AX‐Moleküle  als  Reparatur‐Foci 
nachweisen. Diese Foci markieren nicht nur die DSBs,  sondern bilden auch eine Plattform 
aus, um weitere Reparaturfaktoren an den Schadensort zu rekrutieren (Celeste et al., 2003). 
So werden die DNA‐Enden am DSB  stabilisiert und vor  falschen Verknüpfungen geschützt. 
Die  Phosphorylierung  von  H2AX  führt  zu  einer  lokalen  und  temporären  Veränderung  im 
Chromatin.  Um  die  ursprüngliche  Integrität  wiederherzustellen, muss  diese  Veränderung 
wieder  rückgängig  gemacht  werden.  Nach  der  erfolgreichen  Reparatur  eines  DSBs  wird 
γH2AX zu H2AX dephosphoryliert. In den Säugetierzellen scheint die Phosphotase 2A (PP2A) 
daran beteiligt zu sein (Chowdhurry et al., 2005). Die γH2AX‐Foci kommen sowohl in geschä‐
digten als auch in nichtgeschädigten Zellen vor. Diese spontanen Foci sind infolge des Stoff‐
wechsels der Zelle entstanden und sind in einer geringen Anzahl anzutreffen. Nach Bestrah‐
lung steigt die Anzahl der γH2AX‐Foci massiv an (Induktion von DSBs). Mit fortschreitender 
Zeit, die als Zeit nach Bestrahlung bzw. als Reparaturzeit bezeichnet wird, nimmt die Anzahl 
der Foci ab. Die Abnahme der Foci kann mit der Reparatur der DSBs gleichgesetzt werden 
und findet mit einer definierten Geschwindigkeit (Kinetik) statt, die für die  jeweiligen Zellli‐
nien und deren Zellzyklusphasen spezifisch ist.  
2.2.2 Zellzyklus und Mechanismen der Zellzykluskontrolle 
Der Zellzyklus ist ein grundlegender Mechanismus der Vermehrung eines jeden Organismus 
und umfasst eine genau kontrollierte Abfolge von Ereignissen zwischen zwei Zellteilungen. 
Der Zellzyklus wird  in der Regel  in vier Phasen unterteilt, welche als G1  (1. gap), S, G2  (2. 
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gap) und Mitose bezeichnet werden (Sisken & Morasca, 1965). G1, S und G2 bilden zusam‐
men die Interphase, die in den eukaryotischen Zellen am längsten dauert. Während der G1‐
Phase, die auch als Präsynthesephase bezeichnet wird, gewinnt die Zelle an Größe. Es wer‐
den mRNAs für die Proteine der Replikationsmaschinerie synthetisiert, die während der an‐
schließenden  S  (Synthese‐Phase)  benötigt werden.  Auch  Zellbestandteile wie  Zytosol  und 
Zellorganellen werden  in  der  G1‐Phase  produziert.  Die  G1‐Phase  hat  eine  regulatorische 
Funktion. Hier wird entschieden, ob die Zelle weiter im Zellzyklus bleibt oder in ein Ruhesta‐
dium  (G0) wechselt.  In G0  kann  sie  über  einen  längeren  Zeitraum  verbleiben.  Durch  ein 
mitogenes Signal kann die Zelle aber wieder in einen Zellzyklus zurückkehren. Während der 
S‐Phase beginnt die DNA‐Synthese, bei der Chromosomen verdoppelt werden. Nach der er‐
folgreichen Replikation geht die Zelle in die G2‐Phase über, wo sie sich auf die bevorstehen‐
de Mitose vorbereitet, indem sie z. B. Replikation‐bedingte Schäden korrigiert. In der Mitose 
findet die Verteilung der verdoppelten Chromosomen auf die Tochterzellen statt. Durch die 
Karyokinese  (Kernteilung) und die  anschließende  Zytokinese  (zytoplasmatische  Zellteilung) 
werden  die  Tochterzellen  voneinander  getrennt  und  können  so  einen weiteren  Zellzyklus 
durchlaufen.  
Das  Kontrollsystem  des  Zellzyklus  besteht  hauptsächlich  aus  Cyclin‐abhängigen  Kinasen 
(Cdks,  cyclin  dependent  kinases)  und  ihren  regulatorischen Untereinheiten,  den  Cyclinen, 
welche die Kinasefunktion der Cdks aktivieren und so die Substratspezifität der Cdks kontrol‐
lieren. Die Zellzyklusphasen‐spezifische Expression der Cdks und der Cycline führt dazu, dass 
nur ein spezifischer Cyclin/Cdk‐Komplex den Übertritt von einer Zellzyklusphase in die ande‐
re kontrolliert. Dabei phosphorylieren die aktivierten Cdks weitere Proteine, die ihrerseits z. 
B. Transkription von Genen  in Gang setzen können, die den Übertritt ermöglichen  (Koff et 
al., 1992; Boonstra, 2003). So wird z. B. der CyclinE/Cdk2‐Komplex  in der späten G1‐Phase 
hochreguliert, um den Übergang von G1  in S zu erlauben. Dadurch werden S‐Phase spezifi‐
sche Gene transkribiert, um die DNA‐Replikation zu  initiieren (Jackmann et al., 2002). Wer‐
den  in der Zelle Schäden detektiert, so  ist es notwendig die Zellzyklusprogression anzuhal‐
ten. Ein solcher Arrest wird als Checkpoint bezeichnet und ist zwischen der G1‐ und S‐Phase 
(G1/S‐Checkpoint), innerhalb der S‐Phase (S‐Checkpoint) sowie zwischen der G2‐ und der M‐
Phase (G2/M‐Checkpoint) anzutreffen (Bartek et al., 2004; Deckbar et al., 2011). Die Funkti‐
onalität der Checkpoints ist sehr wichtig. Die Checkpoints verhindern, dass die Zellen mit den 
unreparierten Schäden von einer Zellzyklusphase in die Nachfolgende übertreten. So verhin‐
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dern G1/S‐ und G2/M‐Checkpoints, dass die Zelle mit unreparierten Schäden entsprechend 
von G1‐ in die S‐Phase und von G2‐ in die Mitose gelangt. Der intra‐S‐Checkpoint unterschei‐
det  sich  von den G1/S und G2/M‐Checkpoints,  indem er  kein Anhalten,  sondern nur eine 
Verlangsamung der Progression der Zellen im Zellzyklus initiiert.  
 
Abb. 2.2: Regulation des Zellzyklus 
Dargestellt sind die Reaktionen, die die Zellzyklusmaschinerie beschleunigen (grüne Pfeile) oder sie unterbre‐
chen (roter Balken). Checkpoints (gestrichelte Linien) modulieren die Aktivität der Faktoren, die den Zellzyklus 
beschleunigen oder anhalten. Pro, Prophase; Meta, Metaphase; Ana, Anaphase; Telo, Telophase; CKI, Cyclin 
Kinase  Inhibitor; Rb, Retinoblastoma Protein; Sk, Starter Kinase (Verändert nach „Checkpoints  in the Cell Cy‐
cle“ von Novák Béla, Jill C Sible, John J Tyson, Encyclopedia of Life Sciences (2002)). 
 
Werden DNA‐Schäden nicht innerhalb der S‐Phase repariert, können sie anschließend in der 
G2‐Phase zum Einleiten eines G2/M‐Arrestes führen und erst dann repariert werden (Nyberg 
et al.,  2002). Generell werden die Checkpoints  so  lange  aufrechterhalten bis die  Schäden 
behoben werden. Falls jedoch ein Checkpoint aufgrund der genetischen Prädisposition inak‐
tiv oder  ineffizient  ist, können die Zellen mit den Schäden von einer Zellzyklusphase  in die 
Nachfolgende übertreten. So können z. B. die  in der G1‐Phase  induzierten Schäden  in den 
p53‐defizienten  Zellen  bei  der  Abwesenheit  des  G1/S‐Checkpoints, während  der  S‐Phase 
verdoppelt werden. Die Aktivierung der Checkpoints erfolgt über ATM und ATR, deren wich‐
tigsten Zielproteine entsprechend Chk2 und Chk1 (cell cycle checkpoint kinase 1/2) sind. Die‐
se  Checkpoint‐Kinasen  können  dann  über  mehrere  Zwischenschritte  die  Cyclin/Cdk‐
Komplexe  inaktivieren, was  letztlich  zum Anhalten des Zellzyklus  führt  (van den Heuvel & 
Harlow, 1993) (Abb. 2.2). 
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2.2.3 DNA‐Doppelstrangbruchreparatur 
Zur Reparatur der DSBs stehen der Zelle zwei Hauptreparaturwege zur Verfügung, HR und c‐
NHEJ, die von Hefen bis zu Säugern konserviert sind. Homologe Rekombination (HR)  ist auf 
die Anwesenheit der homologen Schwesterchromatiden als Matrizen  für de novo Synthese 
der zu reparierenden DNA‐Stränge angewiesen (Johnson & Jasin, 2001). Für die kanonische 
(klassische) Nichthomologe Endverknüpfung (canonical non‐homologous end joining, c‐NHEJ) 
ist die Homologie der Sequenzen nicht notwendig. Die gebrochenen DNA‐Enden werden bei 
c‐NHEJ  miteinander  ligiert  (van  Gent  &  van  der  Burg,  2007).  Niedere  Eukaryoten,  wie 
Saccharamyces cerevisiae, sind meistens auf die HR bei der DSB‐Reparatur angewiesen. Nur 
in  einem  HR‐defizienten  Hintergrund  lässt  sich  in  diesem  Organismus  eine  c‐NHEJ‐
vermittelte Reparatur beobachten (Schar et al., 1997; Teo & Jackson, 1997). Neben den bei‐
den Hauptreparaturwegen wurden  in  den  letzten  Jahren weitere Mechanismen  der DSB‐
Reparatur  entdeckt,  die  als  A‐NHEJ  (alternative  non‐homologous  end  joining)  und MMEJ 
(microhomology‐mediated end  joining) bezeichnet und unter dem Begriff A‐EJ‐  (alternative 
end‐joining) Mechanismen  zusammengefasst werden  (Corneo  et  al.,  2007; McVey &  Lee 
2008). Die Wahl des Reparaturweges wird  im Wesentlichen durch drei Faktoren bestimmt, 
die Zellzyklusphase, die Struktur des DSBs und seine Lokalisation  im Chromatin (Rothkamm 
et al., 2003; Goodarzi et al., 2008; Symington et al., 2011). Im Chromatin wird generell zwi‐
schen dem locker gepackten, transkriptionsaktiven Euchromatin (EC) und dem dicht gepack‐
ten,  transkriptionsinerten  Heterochromatin  (HC)  unterschieden.  Es  wurde  gezeigt,  dass 
strahleninduzierte DSBs über eine schnelle und eine  langsame Komponente  repariert wer‐
den. Die  im EC  lokalisierten DSBs werden schnell repariert. Dagegen werden die  im HC auf‐
tretenden DSBs mit einer  langsamen Kinetik behoben. Dieses biphasische Reparaturverhal‐
ten betrifft sowohl die G1 als auch die G2‐Phase des Zellzyklus, und es wurde gezeigt, dass 
die Reparatur der HC‐DSBs über die Beteiligung von ATM und Artemis abläuft (Riballo et al., 
2004; Goodarzi et al., 2008; Beucher et al., 2009). Ein aktuelles Reparaturmodell beschreibt, 
dass das  c‐NHEJ die  schnelle Komponente darstellt und als erstes alle DSBs  zu  reparieren 
versucht. Danach entscheiden die Lokalisation der DSBs im HC und ihre Komplexität darüber, 
ob die Reparatur über c‐NHEJ fortgesetzt, oder ob das c‐NHEJ inhibiert wird. Falls c‐NHEJ die 
DSBs nicht mehr  reparieren kann, werden die DSBs der  langsamen Reparaturkomponente 
zugeleitet. Dort werden  sie  resektiert  und  von  der Nuklease  Artemis  prozessiert.  Bei  der 
langsamen Komponente in der G2‐Phase sind die HR‐Faktoren (BRCA2, Rad51, Rad54) betei‐
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ligt (Shibata et al., 2011). Für die langsame Komponente in der G1‐Phase wird dagegen ein A‐
EJ‐Mechanismus vermutet (Goodarzi & Jeggo, 2012). 
2.2.3.1 Prozess der klassischen Nichthomologen Endverknüpfung (c‐NHEJ) 
Die molekularen Mechanismen des c‐NHEJ sind in der Abb. 2.3 dargestellt.  
Abb. 2.3: Klassische Nichthomologe Endverknüpfung (canonical non‐homologous end‐joining, c‐NHEJ) 
Die Enden eines DSBs werden durch das Ku70/Ku80‐Heterodimer erkannt und gebunden. Daran schließt unmit‐
telbar die Rekrutierung der katalytischen Untereinheit der DNA‐PK, der DNA‐PKcs, an,  so dass Ku70/Ku80 und 
DNA‐PKcs ein Holoenzym ausbilden. Durch das Holoenzym werden die DNA‐Enden geschützt und  in der räumli‐
chen Nähe gehalten. Durch die Autophosphorylierung erfährt die DNA‐PK eine Konformationsänderung, so dass 
andere Proteine des Ligationskomplexes wie XLF/XRCC4/DNA‐LigaseIV an die Enden rekrutiert werden können. 
Die Bruchenden ohne Modifikationen werden direkt  ligiert. Falls DNA‐Enden Modifikationen enthalten, werden 
Prozessierungsfaktoren, wie Artemis, DNA‐Polymerasen µ oder λ und Polynucleotid‐Kinase gebraucht, bevor der 
Ligationsschritt das c‐NHEJ abschließen kann. 
 
Die  freien  Enden  des  entstandenen  DNA‐Doppelstranges  werden  zunächst  von  einem           
Protein‐Heterodimer,  bestehend  aus  Ku70/Ku80  erkannt  und  in  die  räumliche  Nähe  ge‐
bracht (Walker et al., 2001; Weterings & van Gent, 2004; Weterings & Chen, 2008). Die an 
die DNA‐Enden  gebundenen  Ku70/Ku80‐Proteine  schützen  die DSB‐Enden  und  stellen  ein 
Signal dar, um die  katalytische Untereinheit der DNA‐PK  (DNA‐PKcs)  anzulocken  (Smith & 
Jackson, 1999). Die Bindung von DNA‐PKcs an Ku70/Ku80 aktiviert die Kinase‐Aktivität von 
DNA‐PKcs, wobei DNA‐PKcs autophosphoryliert wird (Chen et al., 2005). Diese Phosphorylie‐
rung  dient  der Regulation  von  c‐NHEJ.  Es  kommt  zu  einer  Konformationsänderung  in  der 
DNA‐PKcs,  so dass weitere Proteine an DSB  rekrutiert werden können  (Block et al., 2004; 
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Wetterings  &  Chen,  2008).  Die  nicht‐modifizierten  DSB‐Enden  können  direkt  über  DNA‐
LigaseIV/XRCC4, vermittelt über XLF/Cernunnos  (XRCC4‐like  factor) miteinander  ligiert wer‐
den  (Ahnesorg  et  al.,  2006).  Es  werden  jedoch  des  Öfteren  DNA‐DSBs  induziert,  deren 
Bruchenden  komplexer  sind  und  Modifikationen  enthalten  (z.  B.  3´‐Phosphate  oder  3´‐
Phosphoglycolate). Bevor  solche Enden miteinander  ligiert werden, müssen  sie prozessiert 
werden. Zu den prozessierenden Faktoren des c‐NHEJ gehören Artemis, DNA‐Polymerase µ 
oder λ und Polynucleotid‐Kinase, die eine duale Funktion besitzt. An 5´‐Enden führt sie eine 
Phosphorylierung durch, während sie an 3´‐Enden die Phosphatgruppe abspaltet (Koch et al., 
2004). Nach der Prozessierung müssen die vorhandenen Lücken vor der Ligation durch die 
DNA‐Polymerasen µ oder λ aufgefüllt werden (Capp et al., 2006, 2007).  
Das c‐NHEJ wird als ein schneller, jedoch fehlerbehafteter Mechanismus beschrieben, weil er 
jegliche,  frei  stehende DNA‐Enden miteinander  verknüpfen  kann. Dadurch, dass dabei auf 
die Korrektheit der  zu  verknüpfenden  Enden nicht  geachtet wird,  können  fehlerbehaftete 
DNA‐Produkte entstehen, die  für die Zelle  fatale Folgen haben können. So entstehen  zum 
Beispiel Mutationen, die später zur Krebs‐Entstehung und zum Zelltod beitragen können.  
Die Aktivität von c‐NHEJ im Säugetiersystem ist für alle Zellzyklusphasen beschrieben, weil es 
unresektierte DNA‐Enden repariert und keine homologen Sequenzen benötigt. In der G0/G1‐ 
und G2‐Phase stellt das c‐NHEJ die schnelle Komponente in der Reparatur dar, die im Säuge‐
tiersystem ca. 80% der strahleninduzierten DSBs  repariert  (Rothkamm et al., 2003). Dieser 
relativ  hohe Anteil  an DSBs  ist  vermutlich  im  Euchromatin  lokalisiert. Oder  die Reparatur 
dieser DSBs läuft ohne Prozessierung durch Artemis ab (Goodarzi & Jeggo, 2012). 
Der Prozess des c‐NHEJ wird in der Zelle aktiviert, um nicht nur die strahleninduzierten, son‐
dern auch natürlich vorkommende DSBs z. B. im Zuge der V(D)J‐Rekombination während den 
Reifungsprozessen  der  T‐  und  B‐Lymphozyten  zu  beseitigen.  Durch  V(D)J‐Rekombination 
wird eine Variabilität in der Kombination der Gensegmente geschaffen, woraus eine Vielzahl 
von  B‐,  T‐  Rezeptoren  sowie  der  Immunglobuline  resultiert.  Die  Gene  der  B‐  und  T‐
Zellrezeptoren, die als variable (V), diversity (D) und joining (J) Segmente bezeichnet werden, 
liegen  in den Lymphozyten  in einer  inaktiven Form vor  (Ferguson & Alt, 2001; Revy et al., 
2005).  Während  der  V(D)J‐Rekombination  werden  zunächst  gezielte  Schnitte  und  damit 
DNA‐DSBs durch RAG1 und RAG2 (Recombination‐Activating Genes) an spezifischen Rekom‐
binationssignalsequenzen  gesetzt.  So  werden  vier  gebrochene  DNA‐Enden  generiert,  die 
unter Beteiligung  von  c‐NHEJ miteinander  verknüpft werden.  Es wird  ein D‐ mit  einem  J‐ 
     
2 Einleitung                                                14  
Segment  ligiert. Durch die daran anschließende Verbindung des DJ‐Segments mit einem V‐
Segment wird ein aktives IgH‐ (Immunglobulin H) Gen gebildet (Abb. 2.4, A; VDJ‐Bereich).  
A.  
 
 
B.
 
Abb. 2.4: Vereinfachte Darstellung der V(D)J‐Rekombination
A.  Zusammensetzung der Gensegmente eines  reifen  Ig oder Tcr. V‐, D‐ und  J‐Gensegmente eines unreifen 
Antikörpers (Ig) oder Rezeptors (Tcr). Nach der Verknüpfung der D‐ und J‐Segmente miteinander entsteht ein 
DJ‐Segment, welches mit V‐Segment verknüpft wird. Die Kombination von VDJ ist eine Gensequenz eines reifen 
Ig oder Tcr.                      
B. RAG‐induzierten DSBs und deren Reparatur über c‐NHEJ. RAG1 und RAG2 Proteine setzen gezielt DSBs an 
den spezifischen Rekombinationssignalsequenzen. Die zwischen den Segmenten  liegende DNA wird entfernt. 
Die Enden der Gensegmente bilden Haarnadelstrukturen aus, die durch Artemis entfernt werden. Die Aktivie‐
rung  von  Artemis  erfolgt  durch  die  DNA‐PK‐vermittelte  Phosphorylierung.  Die  DSB‐Enden  werden  von 
Ku70/Ku80 erkannt und gebunden. Die durch XRCC4/LigaseIV‐Komplex vermittelte Ligation schließt den Vor‐
gang des c‐NHEJ und damit der V(D)J‐Rekombination ab. 
 
Die Enden der Gensegmente werden kodierende Enden genannt. Sie sind dadurch charakte‐
risiert, dass sie Haarnadel‐Strukturen ausbilden. Diese müssen durch Artemis geöffnet wer‐
den,  damit  die  Ligation  stattfinden  kann  (Moshous  et  al.,  2001).  Dadurch,  dass  auch 
Ku70/Ku80, DNA‐PKcs  sowie  XRCC4/LigaseIV  dabei  aktiv  sind, wird  die  Beteiligung  von  c‐
NHEJ an der Reparatur von RAG‐induzierten DSBs deutlich (Gellert, 2002). Die DNA‐Bereiche, 
die zwischen den Segmenten liegen, werden schließlich entfernt (Abb. 2.4, B). 
Die B‐Zellen  stellen  ihr Repertoire an  verschiedenen  Immunglobulinen durch die weiteren 
Vorgänge wie class switch recombination (CSR) und Somatische Mutation (somatic hypermu‐
tation,  SH),  die  ebenfalls  von  einer  gezielten  Schadensinduktion  und  der  anschließenden 
Reparatur  über  BER, MMR  (mismatch  repair),  c‐NHEJ  sowie  A‐EJ‐Wege  begleitet werden 
(Petersen‐Mahrt et al., 2002; Chaudhuri & Alt, 2004). 
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2.2.3.2 Prozess der Homologen Rekombination (HR)   
Im Vergleich  zu  c‐NHEJ  ist HR  ein  nahezu  fehlerfreier Reparaturmechanismus, weil dieser 
Vorgang  die  Informationen  einer  homologen  Schwesterchromatide  zur Wiederherstellung 
der geschädigten DNA als Vorlage nutzt. Aus diesem Grund ist die HR‐Aktivität nur auf die S‐ 
und G2‐Phasen des Zellzyklus begrenzt. HR ist ein langsamer Prozess, der in der G2‐Phase in 
Säugetierzellen 10‐15% der im Heterochromatin lokalisierten DBSs repariert.     
Im Allgemeinen umfasst der Ablauf der HR drei aufeinanderfolgende Schritte, Praesynapsis, 
Synapsis und Postsynapsis (Abb. 2.5).  
 
Abb. 2.5: Modell der Homologen Rekombination
Ein DSB wird vom MRN‐Komplex erkannt und durch Mre11, CtIP und Exo1 in 5´‐3` Richtung resektiert. Das RPA 
lagert sich an die einzelsträngige DNA und wird durch Rad51 mithilfe von BRCA2 ausgetauscht (Praesynapsis). 
Das an die DNA gebundene Rad51 bildet ein Nukleoproteinfilament aus. Diese Struktur führt durch eine unter‐
stützende Funktion von Rad54‐Motorprotein eine Homologiesuche auf der homologen Schwesterchromatide 
aus (Synapsis). Bevor die DNA neu synthetisiert wird, dissoziiert Rad51 von der DNA ab (Postsynapsis). Es kann 
dabei zur Ausbildung von SCEs kommen. 
 
Während der Praesynapsis werden die Enden des DSBs zunächst durch den MRN‐Komplex 
erkannt  und  zusammengehalten.  Der  MRN‐Komplex  setzt  sich  in  den  Vertebraten  aus 
MRE11, NBS1  (Nijemegen breakage  syndrome 1) und RAD50  zusammen. Die Proteine des 
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MRN‐Komplexes haben aber auch andere Funktionen. So ist z. B. NBS1 ein Interaktionspart‐
ner von ATM. Durch die Bindung von NBS1 an das ATM wird eine Signalweiterleitung in Gang 
gesetzt,  bei  der  Proteine  der  Reparatur  und  der  Checkpointkontrolle  durch  ATM 
phosphoryliert  und  aktiviert werden  (Dupre  et  al.,  2006). Nach  der Brucherkennung  folgt 
eine  Resektion  der  Bruchenden.  Dieses  wird  zunächst  durch  MRE11  und  CtIP  (CtBP‐
interacting  protein)  in  5´‐3´‐Richtung  bewerkstelligt  (Paull  &  Gellert,  1998;  Sartori  et  al., 
2007). Eine weitere Resektion, die über relativ große DNA‐Bereiche reicht, wird durch EXO1 
durchgeführt  (Trujillo et al., 1998). An diesem Schritt sind auch weitere Faktoren wie BLM 
(Bloom protein) und DNA2 beteiligt. BLM  ist eine Helikase und entwindet die DNA, so dass 
einzelsträngige DNA‐Bereiche geschaffen werden (Ellis et al., 1995). DNA2 entfernt als Nuk‐
lease den 5´‐Strang (Zhu et al., 2008). Durch diese ausgedehnte Prozessierung der DNA, die 
sich über mind. 50‐100 Nucleotide erstreckt  (Mimitou & Symington, 2009), wird  sicherge‐
stellt, dass die DSB‐Reparatur über HR abläuft. Die 3´‐Überhänge der einzelsträngigen DNA‐
Bereiche  (ssDNA) werden durch das Replikationsprotein A  (RPA)  gebunden und  somit  vor 
dem Abbau und der Ausbildung sekundärer DNA‐Strukturen geschützt (Binz et al., 2004).  
Im  nachfolgenden  Schritt wird  RPA  durch  die Hauptkomponente  der HR,  das  Rad51,  ver‐
drängt. Dieser Schritt wird durch das BRCA2‐Protein (breast cancer associated 2) und seine 
Interaktionspartner BRCA1 und PALB2 katalysiert. Der Verlust eines dieser Proteine führt zur 
Beeinträchtigung  in der HR  (Sy et al., 2009; Zhang et al., 2009). Durch die Anlagerung von 
RAD51 an die ssDNA bildet sich eine charakteristische Struktur aus Protein‐DNA aus, die als 
Nukleoproteinfilament bezeichnet wird. Die Ausbildung eines Nukleoproteinfilamentes wird 
durch weitere Faktoren, Rad51‐Paraloge, wie Rad52, Rad51D, XRCC3 unterstützt. Ein Defekt 
in einem dieser Rad51‐Paraloge kann die HR und die Ausbildung der Rad51‐Foci beeinträch‐
tigen (Takata et al., 2001). Das Rad51‐Nukleoproteinfilament führt eine Stranginvasion und 
die Homologiesuche auf der homologen Schwesterchromatide aus (Synapsis). Diese Funktion 
wird  dabei  von  Rad54,  welches  eine  ATP‐abhängige  Helikase  Aktivität  beinhaltet,  unter‐
stützt. Das Rad54 dient zum einen als ein Stabilisator für das Rad51 und verstärkt somit die 
Ausbildung des D‐Loops. Zum anderen  fördert es die Ablösung von Rad51 von der Hetero‐
duplex‐DNA, wodurch die anschließende DNA‐Synthese beginnen kann (Heyer et al., 2006). 
Dies ist die Postsynapsis der HR. Während dieses Vorganges entstehen so genannte Holliday‐
Intermediate (Holliday junctions), die nach Beenden der Synthese aufgelöst werden müssen, 
um die DNA wiederherzustellen und den HR‐Vorgang abzuschließen. Dabei  sind BLM‐ und 
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WRN‐ (Werner‐Protein) Helikasen sowie Mus81 (MMS and UV sensitive 81)/Eme1‐ (essential 
meiotic endonuclease 1) und Gen1‐ (XPG‐like endonuclease 1) Nucleasen beteiligt (Iijima et 
al., 2008; Mimitou & Symington, 2009). Beim Auflösen der HJ kann es zum Austausch der 
DNA‐Abschnitte zwischen den beteiligten DNA‐Strängen kommen (sister chromatid exchan‐
ge, SCE). Während des  letzten Schritts der HR, der Postsynapsis, können drei verschiedene 
Wege  zur Auflösung der D‐Loop‐Struktur verwendet werden, welche  spezifische enzymati‐
sche Schritte beinhalten und eigenständig agieren können (Abb. 2.6). 
 
Abb. 2.6: Wege zur Auflösung der D‐Loop Strukturen
Während der Postsynapsis können drei unterschiedliche Wege zur Auflösung der D‐Loop Strukturen (Struktur 3) 
verwendet werden. BIR ist mit dem Verlust der Heterozygotie (LOH, loss of heterozygosity) verbunden. Dabei wird 
eine BIR‐spezifische Replikationsgabel ausgebildet und der eingewanderte Strang um mehr als 100 kb verlängert 
(Strukturen 4a‐5a‐6a). Während der SDSA (synthesis‐dependent strand annealing) paart sich das nach der DNA‐
Synthese freigemachte DNA‐Ende mit dem zweiten DNA‐Ende der gebrochenen DNA. Es bildet sich dabei kein SCE 
aus  (Strukturen  4a‐5b‐6b).  Der  dHJ‐Weg  (Strukturen  4b‐5c‐6(c‐e)‐7)  beinhaltet  die  Ausbildung  der  doppelten 
Holliday  junction  (Struktur 5c). Beide DNA‐Enden  führen unabhängig voneinander oder durch das Erfassen des 
zweiten  DNA‐Endes  (strand  capture)  eine  Stranginvasion  durch.  Die  Auflösung  der  dHJ‐Struktur  erfolgt  durch 
Resolvasen (Mus81‐Eme1‐Gen1), wobei ein SCE auftreten kann (Strukturen 6 c‐d). Die Auflösung der dHJ‐Struktur 
kann weiterhin über BLM‐vermittelte Bewegung des Kreuzungspunktes  (branch migration), welcher  schließlich 
durch eine TopoIIIα‐katalysierte Reaktion geschnitten wird, erfolgen. Bei diesem Vorgang wird ebenfalls kein SCE 
gebildet (Struktur 7) (Li & Heyer, 2008). 
Die D‐Loop‐Struktur (Abb.2.6, Struktur 3) stellt den Verzweigungspunkt dar, von dem aus BIR 
(break‐induced replication), SDSA (synthesis‐dependent strand annealing) und dHJ‐Weg (Auf‐
lösung einer doppelten Holliday  junction) ausgehen. Der BIR‐Weg bezieht  sich auf die Re‐
kombination‐abhängige DNA‐Synthese, welche von einem DNA‐Bruchende aus  initiiert wird 
und sich über mehr als 100 kb erstreckt (Donniani & Symingthon, 2013). Mit diesem Prozess 
ist es möglich  lange Chromosombereiche  zu duplizieren, und  somit  scheint dieser Mecha‐
nismus während  der  Replikation  in  der  S‐Phase  eine  Rolle  zu  spielen  (George &  Kreuzer, 
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1996). BIR wird aber auch an einem DSB aktiviert. Hierbei erfolgt eine Strang‐invasion des 
gebrochenen DNA‐Endes  in die homologe Matrize  (Abb. 2.6, Struktur 4a), welcher  sowohl 
Rad51‐unabhängig als auch Rad51‐abhängig ablaufen kann (Malkova et al., 1996, 2005). Die‐
ses wird gefolgt  von der  Synthese, die  sich dann über mehr als 100 Kilobasen ausdehnen 
kann (Abb. 2.6, Struktur 5a). Die BIR wird bei der Reparatur mehrerer DNA‐Schäden verwen‐
det. So werden z. B. Schäden an den arretierten Replikationsgabeln bevorzugt über BIR repa‐
riert (Deem et al., 2011). Weiterhin wird die BIR auch während des Mechanismus der alter‐
nativen  Telomerverlängerung  (ALT)  genutzt,  um  die  ungeschützten  (uncapped) 
Telomerenden  zu  stabilisieren  (Reddel, 2003). Der BIR‐Prozess  läuft  langsam ab, da es  zur 
Ausbildung von BIR‐spezifischen Replikationsgabeln kommen muss. Eine weitere Erklärung 
für die zeitliche Verzögerung der BIR kann ein weiterer in der Nähe gelegener DSB sein, der 
die Reparatur über diesen Weg unterdrückt und die anderen Reparaturwege wie SDSA oder 
dHJ bevorzugt aktiviert (Jain et al., 2009). Durch die Verwendung von BIR kann es zum Ver‐
lust der Heterozygotie (LOH,  loss of heterozygosity) kommen (Abb.2.6, Struktur 6a), da das 
zweite DNA‐Bruchende sich an der Reparatur nicht beteiligt und somit diese Information für 
immer verloren geht  (Pierce et al., 2001a). Als physiologische Konsequenz der BIR können 
schließlich Translokationen der Chromosomen entstehen, welche des Öfteren mit der Ent‐
stehung von Krebs einhergehen (Mitelman et al., 2007). 
Der Weg der SDSA ist im Vergleich zur BIR ein Mechanismus, welcher die genomische Integ‐
rität bewahrt. Ein resektiertes Bruchende wird verlängert, indem die Information der homo‐
logen Matrize genutzt wird. Anschließend  lagert sich das verlängerte DNA‐Stück an das ge‐
brochene DNA‐Ende an  (Abb. 2.6, Struktur 5b). Bei diesem Prozess werden keine Holliday 
junctions und  keine  SCEs ausgebildet  (Abb. 2.6,  Struktur 6b), was dazu  führt, dass die ur‐
sprüngliche genetische Information erhalten bleibt (Grabarz et al., 2012). Aus diesem Grund 
wird SDSA als Prozess der Gene Conversion bezeichnet und scheint der dominante Mecha‐
nismus bei der HR während der Reparatur von zwei‐endigen DSBs zu sein. Im Vergleich zur 
BIR ist der SDSA‐Weg fehlerfrei (Helleday et al., 2007).  
Bei der dritten Möglichkeit der Auflösung der D‐Loop‐Strukturen kommt es zur Ausbildung 
einer doppelten Holliday junction (Abb. 2.6, Struktur 5c). Diese Struktur ist insbesondere im 
Zusammenhang mit  der  Rekombination während  der Meiose  bekannt, wurde  aber  auch 
während der Reparatur  in den somatischen Zellen detektiert (Bzymek et al., 2010). Bei die‐
sem Vorgang führen beide Bruchenden unabhängig voneinander eine Stranginvasion an der 
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homologen Matrize durch (Abb. 2.6, Struktur 5c). Die dHJ‐Struktur wird schließlich von BLM‐
TopoIIIα  unter  Entstehung  der  nicht‐SCE‐Produkte  aufgelöst  (Abb.  2.6,  Struktur  7). Durch 
spezifische Resektasen wie Mus81‐Eme1‐Gen1 kann dHJ geschnitten werden. Dabei kann es 
entweder  zur Ausbildung eines  SCE oder  zu  keinem  SCE  kommen  (Mimitou &  Symington, 
2009). Das Auftreten der dHJ‐Struktur in somatischen Zellen ist jedoch ein seltenes Ereignis, 
was wiederum die Annahme unterstützt, dass SDSA bevorzugt genutzt wird (Ira et al., 2003). 
2.2.3.3 Alternative Mechanismen 
Neben der HR und c‐NHEJ existieren alternative Reparaturmechanismen (A‐EJ) zur Reparatur 
von DNA‐DSBs. Diese Wege wurden vor allem in c‐NHEJ‐Mutanten entdeckt. So konnte von 
Boulton & Jackson gezeigt werden, dass Hefe‐Zellen trotz der Ku70‐Defizienz die DSBs repa‐
rieren  konnten. Diese Reparatur  verlief  jedoch deutlich  langsamer  als  im  entsprechenden 
WT.  Neben  der  verlangsamten  Reparatur  wurde  festgestellt,  dass  die  reparierte  DNA 
Deletionen  und  sich  überlappende Mikrohomologien  aufwies  (Boulton  &  Jackson,  1996). 
Auch in Säugetierzellen konnten diese Beobachtungen bestätigt werden (Kabotyanski et al., 
1998).  Somit wurden  zwei wichtige  Eigenschaften  der  alternativen  Reparaturwege  postu‐
liert. Es handelt sich zum einen um eine Reparatur, die,  im Vergleich zum c‐NHEJ, deutlich 
langsamer abläuft. Zum anderen ist diese Reparatur fehlerbehaftet, weil die reparierte DNA 
Deletionen, Translokationen und  Fusionen  aufweist.  Somit  stellen A‐EJ‐Mechanismen eine 
Quelle für die genomische Instabilität dar und sind Ursache für viele Tumore (Lieber, 2010). 
In einer WT‐Zelle werden A‐EJ‐Mechanismen durch c‐NHEJ und HR unterdrückt. Kommt es 
zu Defekten in c‐NHEJ und HR, so können die A‐EJ‐Mechanismen aktiviert werden. Gleichzei‐
tig aber, wie es die neueren Studien zeigen, können sie als eigenständig wirkende back‐up 
Reparaturprozesse  fungieren,  auch wenn die  Faktoren des  c‐NHEJ und der HR  vorhanden 
sind (Kinner et al., 2008; Mladenov & Iliakis, 2011; Dueva & Iliakis, 2013).  
Basierend  auf  den  Ergebnissen  der  aktuellen  Forschung werden  A‐EJ‐Mechanismen  in  A‐
NHEJ und MMEJ unterschieden. Der wesentliche Unterschied zwischen den beiden Mecha‐
nismen  besteht  in  der Notwendigkeit  der Mikrohomologien,  die  für  das MMEJ  gebraucht 
werden. Die enzymatischen Schritte des A‐NHEJ und MMEJ sind in der Abb. 2.7 zusammen‐
gefasst, bei denen eine Vielzahl von Proteinen beteiligt ist.  
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Abb. 2.7: Schematische Darstellung von A‐EJ‐Mechanismen (A‐NHEJ und MMEJ) und der daran beteiligten
Proteine 
Die Reparatur eines DSBs erfolgt unter der Beteiligung des MRN‐Komplexes, welcher an die DSB‐Enden bindet 
und diese stabilisiert. Die WRN‐Helicase entwindet die DNA, so dass CtIP‐abhängige Resektion stattfinden kann. 
PARP  ist hier ebenso beteiligt. Für die Reparatur über MMEJ  sind Mikrohomologien notwendig. LIG3/XRCC1 
sind  für den Ligationsschritt verantwortlich. Beim A‐NHEJ sind keine Mikrohomologien notwendig. Die Enden 
werden durch die LIG1 ligiert (Dueva & Iliakis, 2012).  
 
Hierbei  sind  DNA‐LigaseIII/XRCC1,  die  Poly(ADP)ribose  Polymerase‐1  (PARP‐1),  der MRN‐
Komplex (Mre11/Rad50/Nbs1), WRN and CtlP zu erwähnen (Audebert et al., 2004, Wang et 
al., 2006, Rass  et al., 2009, Robert  et al., 2009, Xie  et al., 2009,  Lee‐Theilen  et al., 2011, 
Cheng et al., 2011, Zhang & Jasin, 2011). Die DSB‐Enden werden sowohl für das A‐NHEJ als 
auch für das MMEJ mithilfe von CtIP resektiert. Im Vergleich zur Resektion  im Zuge der HR, 
die sich über 50‐100 Nucleotide ausdehnt, werden während MMEJ 5‐25 Nucleotide entfernt 
(Truong  et.  al,  2013). Nach  der  Resektion  der DSB‐Enden  entstehen  einzelsträngige DNA‐
Bereiche, die eine Diskontinuität darstellen und von PARP‐1 erkannt werden. PARP‐1 modifi‐
ziert sich selbst und andere Proteine durch das Anhängen von ADP‐Ribose‐Molekülen. Ne‐
ben  der  Funktion  in  der  Basen‐Exzisionsreparatur  und  Einzelstrangbruchreparatur  wurde 
seine  Beteiligung  in  den  A‐EJ‐Mechanismen  beobachtet  (Caldecott,  2001).  Es  konkurriert 
direkt mit Ku um die DSB‐Enden (Wang et al., 2006). In der Abwesenheit von Ku wird PARP‐1 
an DSBs rekrutiert  (Cheng et al., 2011). Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zwischen A‐
NHEJ und MMEJ ist der Ligationsschritt. Im Fall von A‐NHEJ wird dieser durch Ligase 1 (LIG1) 
und  im  Fall  von MMEJ durch  Ligase  3  (LIG3)/XRCC1  erfüllt  (Audebert  et al.,  2004, Haber, 
2008; Paul et al., 2012). 
So wie  bei  den  klassischen Reparaturwegen,  stellt  sich  auch  hier  die  Frage, wie die A‐EJ‐
Mechanismen  während  des  Zellzyklus  reguliert  werden.  Es  wurde  gezeigt,  dass  A‐EJ‐
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Mechanismen  in  allen  Zellzyklusphasen  funktionsfähig  sind,  ihre Aktivität  jedoch während 
der späten S‐ und G2‐Phase ansteigt (Wu et. al., 2008; Guirouilh‐Barbat et. al.,   2008). Des 
Weiteren wurden auch andere Funktionen der A‐EJ‐Mechanismen beschrieben. Einige Arbei‐
ten haben gezeigt, dass diese Mechanismen  in die Aufrechterhaltung der Telomer‐Struktur 
involviert sind (Rai et al., 2010). Weiterhin können sie auch die Funktion des c‐NHEJ während 
der CSR (class switch recombination) und V(D)J‐Rekombination  in den c‐NHEJ‐Mutanten er‐
setzen (Lee et al., 2004; Corneo et al., 2007; Jones & Simkus, 2009). 
2.2.3.4 Reparatur von Replikation‐assoziierten DNA‐Schäden 
DNA‐Replikation ist ein evolutionär hochkonservierter Prozess sowohl in den Pro‐ als auch in 
den Eukaryoten und stellt sicher, dass die DNA dupliziert wird und die Tochterzellen wäh‐
rend der Mitose eine Kopie des parentalen Genoms erhalten. Es existiert eine Vielzahl von 
Kontrollmechanismen, die einen akkuraten Ablauf der Replikation steuern. Alle diese Prozes‐
se  zielen auf die Stabilität der Replikationsgabel ab, welche die  zentrale Struktur während 
der Replikation darstellt (Leman & Noguchi, 2013).  
Die Replikationsgabel  ist jedoch eine verwundbare Struktur, an der trotz der hohen Korrek‐
turlesemechanismen der replikativen DNA‐Polymerasen spontane Fehler auftreten können, 
die  die  genomische  Integrität  gefährden.  So  führen  z.  B.  die  häufig  auftretenden 
Basenmodifikationen  wie  Methylierungen,  Oxidierungen  oder  Desaminierungen  auf  dem 
Matrizenstrang  zu  einer Blockierung der Neusynthese des  Tochterstranges, weil  kein pas‐
sendes Nukleotid  von  der  replikativen DNA‐Polymerase  in den  neu  synthetisierten  Strang 
eingebaut werden kann. Einzelstrangbrüche  (SSB) der DNA  sind eine weitere Schadensart, 
die das  Fortschreiten der Replikation  verzögern  kann. Diese  Schäden können  spontan aus 
den  unreparierten  Basenschäden,  die  durch  die  Nucleotidexcisons‐  (NER)  oder  Basen‐
excisionsreparatur  (BER) nicht beseitigt wurden, entstehen. Sie werden aber auch  in einer 
viel höheren Anzahl durch Strahlung oder durch chemische Agenzien wie z. B. Camptotecin 
(CPT)  induziert  (Adachi  et  al.,  2004). Werden diese  Schäden  nicht  durch  die  Einzelstrang‐
bruchreparaturmechanismen  repariert,  werden  sie  im  Zuge  der  Replikation  in  die  ein‐
endigen  DNA‐DSBs  (one‐ended  DSBs)  umgewandelt  (Strumberg  et  al.,  2000).  Neben  den 
DNA‐Schäden können sekundäre DNA‐Strukturen während der Replikation auftreten, die die 
Replikationsmaschinerie behindern  können  (Mirkin & Mirkin, 2007). Die Replikationsgabel 
kann auch mit der Transkriptionsmaschinerie kollidieren. Und obwohl die Zelle diese negati‐
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ve  Interaktion durch bestimmte Mechanismen vermeiden kann, kann die Replikation trotz‐
dem angehalten werden (Brewer & Fangman, 1988; Deshpande & Newlon, 1996). Weiterhin 
gibt es natürlich vorkommende DNA‐Sequenzen, die schwer zu replizieren sind und zum Ar‐
rest sowie dem Abfallen der Replikationsgabel führen können. Diese Sequenzen werden als 
Common  fragile sites  (CFS) bezeichnet und sind  insbesondere gegenüber den Replikations‐
stress‐aktivierenden Agenzien empfindlich  (Freudenreich, 2007). Wenn also die Replikation 
gestört  wird,  können  die  Replikationsgabeln  arretieren  oder  kollabieren  (Petermann  & 
Helleday, 2010;  Jones & Petermann, 2012), was zur Aktivierung eines  intra‐S‐Phase Check‐
points führt und Reparaturprozesse in Gang setzt (Jackson, 2002; Willis & Rind, 2009; Polo & 
Jackson, 2011). 
Aufgrund der Antiparallelität der DNA‐Doppelhelix, wo einer der Stränge  in 5´‐3´‐Richtung 
und der andere in 3´‐5´‐Richtung verläuft, weist die Replikationsgabel eine asymmetrische Y‐
förmige Form auf. Die DNA‐Polymerasen besitzen jedoch nur eine Aktivität in 5´‐3´‐Richtung, 
so dass die Replikation teilweise diskontinuierlich ablaufen kann. Der Tochterstrang der kon‐
tinuierlich synthetisiert wird, wird als Leitstrang (leading strand) bezeichnet. Demgegenüber 
steht der Tochterstrang, der diskontinuierlich synthetisiert wird. Dieser wird als Folgestrang 
(lagging strand) bezeichnet (Goulian et al., 1990). Die Unterschiede in der Synthese des Leit‐ 
und Folgestranges der Replikationsgabel  führen dazu, dass die DNA‐Schäden auf dem Leit‐ 
bzw.  Folgestrang  auf  verschiedenen Wegen  repariert werden  (Abb. 2.8). Diese beinhalten 
translesion  synthesis  (TLS; Abb. 2.8, A: 1‐2b‐3b; B: 1‐2c),  template  switching während der 
Regression der Replikationsgabel (Abb. 2.8, A: 1‐2b‐3d‐4d‐4d‐5d) sowie die HR (Abb. 2.8, A: 
1‐2b‐3c‐4c‐5c;  B:  1‐2a/b‐3a/b)  (Branzei  et  al.,  2008).  Aufgrund  der  Blockierung  der 
replikativen  DNA‐Polymerasen  durch  die  Läsionen  am  Folge‐  und  Leitstrang  werden  die 
hochspezialisierten TLS‐Polymerasen aktiviert, welche die unspezifischen, von dem Watson‐
Crick‐Modell abweichenden Basen einfügen  (Li & Heyer, 2008). Die TLS‐Polymerasen,  z. B. 
Polη, Polι und Polκ gehören zur Y‐Familie der DNA‐Polymerasen und unterscheiden sich stark 
in  ihrer  Substrataffinität  (Prakash  et  al.,  2005).  Nachdem  trotz  des  Schadens  durch  TLS‐
Polymerasen  repliziert wurde,  kommt  es  zu  einer  Rückaktivierung  der  replikativen  DNA‐
Polymerasen, die die weitere Replikation durchführen (Prakash et al., 2005). Obwohl TLS ein 
fehlerbehafteter Mechanismus  ist und Punktmutationen hervorrufen kann, wird dieser be‐
vorzugt genutzt, wenn Replikation infolge der Basenschädigung arretiert wird (Heller & Ma‐
rians, 2006a). 
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Abb. 2.8: Reparaturwege der HR an den arretierten/kollabierten Replikationsgabeln
A. Möglichkeiten einen DNA‐Schaden am Leitstrang einer Replikationsgabel zu reparieren. Arretierte Replikati‐
onsgabel (Struktur 1) kann durch eine Endonuclease geschnitten werden (Struktur 2a, blauer Pfeil), um einen 
ein‐endigen DSB zu generieren. Der Schaden kann über BIR repariert werden (Strukturen 2a‐3a‐4a‐5a), indem 
eine Stranginvasion und Ausbildung eines Holliday  junction erfolgt. Es  findet somit eine Reorganisation einer 
funktionierenden Replikationsgabel  statt. Der  initiale blockierende Schaden kann durch die TLS‐Polymerasen 
behoben werden. TLS kann  zu einem direkten bypass des Schadens  führen, bei dem Polymerasen über den 
Schaden hinweg replizieren (Struktur 3b, grüne Linie). Eine weitere Möglichkeit ist, dass die Synthese des Fol‐
gestranges entkoppelt von der Synthese des Leitstranges stattfindet  (Struktur 2b). Dieses kann dann zum by‐
pass durch TLS  führen  (Struktur 3b). Oder es entsteht  infolge der Wiederaufnahme der  Leitstrang‐Synthese 
eine Lücke am Leitstrang. Diese wird durch den HR‐Vorgang geschlossen  (3c‐4c‐5c). Die verschiedenen Mög‐
lichkeiten der Stranginvasion sind unten bei der Reparatur des Schadens am Folgestrang dargestellt (2a‐3a‐4; 
2b‐3b‐4). Alternativ zu TLS kann die Replikationsgabel eine so genannte „Chicken foot“ Struktur ausbilden, bei 
der der Folgestrang als Matrize für den Leitstrang dient (3d‐4d). Der Rückgang der „Chicken foot“ Struktur er‐
möglicht die  Progression der Replikation und  schließlich die Reparatur. B. Möglichkeiten der Reparatur des 
Schadens, welcher  sich  am  Folgestrang der Replikationsgabel  ereignet hat. Die Wiederaufnahme der  Folge‐
strang‐Synthese,  nachdem  die  Replikationsgabel  zum  Stehen  kommt,  hinterlässt  eine  Lücke  auf dem  Folge‐
strang  (Struktur 1). Diese Lücke wird über HR repariert  (2a‐3a/b‐4). Der Schaden kann aber auch direkt über 
TLS‐Polymerasen behoben werden (Struktur 2c, grüne Linie) (Li & Heyer, 2008). 
 
Beim Vorgang der Regression der Replikationsgabel bilden sich so genannte „Chicken  foot“ 
Intermediate aus, welche analog zu der Struktur der Holliday junction sind (Abb. 2.8, A: 4d). 
Es kommt  zum Wechsel der Matrizen. An Stelle von blockiertem 3´‐Ende wird der aufkei‐
mende Schwesterstrang als Vorlage genutzt. Bei dem Matrizenwechsel findet keine Strang‐
invasion statt. Dieser Prozess scheint unabhängig von Rad51 abzulaufen. RPA, Rad52 sowie 
weitere Motorproteine sind an der Ausbildung und der Auflösung der „Chicken foot“ Struk‐
turen beteiligt (Heller & Marians, 2006b).  
Die HR wird  für  die  Reparatur  der  Lücken  (gaps)  sowie  der  ein‐endigen DSBs  verwendet 
(Helleday et al., 2007). 
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2.3 DT40‐Zellsystem 
DT40‐Zellen sind entartete Hühner B‐Lymphozyten. Sie sind durch die Transformation mit‐
tels des AL (avian leukosis)‐Virus entstanden und wurden aus einem Lymphom, aus der Bur‐
sa  fabricii  isoliert  (Baba et al., 1985). Bursa  fabricii stellt ein einzigartiges Körperorgan dar 
und wird als eine Drüse definiert,  in der die primäre Differenzierung der Lymphozyten bei 
einem Huhn bzw. generell bei Vögeln stattfindet (Ratcliffe, 2006). Als in Suspension gehalte‐
ne Zelllinie wurden die DT40‐Zellen  im Labor von Eric H. Humphries etabliert  (Baba et al., 
1985).  Eine  weitere  Studie  hat  gezeigt,  dass  DT40‐Zellen  gegenüber  den  Säugetierzellen 
fremde  DNA  häufiger  gezielt  als  zufällig  in  die  genomische  DNA  einbauen  können 
(Buerstedde & Takeda, 1991). Das Verhältnis zwischen einem zufälligen und gezielten Einbau 
beträgt dabei mehr als 1:2 (Winding & Berchtold, 2001). Dieses hängt unter anderem damit 
zusammen, dass die Hühnerzellen,  im Vergleich zu Säugetierzellen, einen geringeren Anteil 
an  sich wiederholenden DNA‐Bereichen,  IRS  (interspersed  repetetive  sequences) wie  z.  B. 
Satellit‐DNA, aufweisen (IRS‐Anteil  in den Hühnerzellen: 9%;  IRS‐Anteil  in den Säugetierzel‐
len:  40‐50%;  Brown  et  al.,  2003;  International  Chicken  Genome  Sequencing  Consortium, 
2004).  
Die Eigenschaft der DT40‐Zellen fremde DNA mit hoher Frequenz ins Genom zu integrieren, 
konnte  in der Forschung genutzt werden, um ein breites Spektrum an knock‐out Mutanten 
zu  generieren.  Insbesondere  für die Bearbeitung der  Fragestellungen  auf dem Gebiet der 
DNA‐Reparatur wurden viele Mutanten hergestellt, die Einzel‐, Doppel‐ und sogar Dreifach‐
Mutationen mehrerer  unterschiedlicher Gene  gleichzeitig  tragen  (Bezzubova  et  al.,  1997; 
Takata et al., 1998; Sonoda et al., 1998; Ishiai et al., 2004). Im Vergleich dazu wird die Her‐
stellung und Untersuchung von Knock‐out‐Mutanten im Säugetiermodell oftmals durch nicht 
lebensfähige Phänotypen erschwert. Es existiert zwar eine Vielzahl an natürlich vorkommen‐
den Mutanten,  jedoch  ist deren genetischer Status des Öfteren hypomorph, d. h., dass die 
WT‐Funktion des ausgeschalteten Gens teilweise vorhanden bleibt (z. B. bei BRCA1‐, BRCA2‐
Mutationen).  Für  Säugetierzellen wurde  an dieser  Stelle die RNAi‐Technik etabliert, deren 
Wirkung allerdings  instabiler als bei einem kompletten Knock‐out  ist. Die Besonderheit der 
DT40‐Zellen, sie als vielseitig einsetzbares Modell zu nutzen, hat den Wissenschaftlern ver‐
holfen  und  verhilft  immer  noch  viele  evolutionär  konservierte  Reparaturwege  und  deren 
Regulation aufzuklären und die gewonnenen Erkenntnisse auf die Situation in anderen höhe‐
ren Organismen wie Maus und Mensch zu übertragen.  
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Die DT40‐Zellen sind relativ klein.  Ihre Größe beträgt ca. 10 µm, wobei das Verhältnis Zell‐
kern zum Zytoplasma sehr hoch  ist  (Winding & Berchtold, 2001). Die Genomgröße beträgt 
1000 Mb und ist somit ungefähr um zwei Drittel kleiner als die eines Menschen (Internatio‐
nal Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004). Die Gene werden auf 80 Chromosomen 
verteilt,  die  der Größe  nach  in  11 Makro‐  und  67 Mikrochromosomen  unterteilt werden. 
Zusätzlich gibt es ein Paar Geschlechtschromosomen, ZZ oder ZW (Sonoda et al., 1998). Der 
Karyotyp der DT40  ist auch über eine  längere Kultivierungsdauer  stabil. Der Zellzyklus der 
DT40‐Zellen dauert, abhängig vom WT oder Mutante zwischen 8 und 12 h, was für die phä‐
notypischen Studien von großem Vorteil ist. Die Abwesenheit von p53 in diesen Zellen verur‐
sacht, dass der G1/S‐Checkpoint  inaktiv bleibt und die Zellen nach Bestrahlung keinen G1‐
Arrest aufweisen. Ein Vorteil der p53‐Defizienz liegt darin, dass die DNA‐Schäden in den Re‐
paraturmutanten keine Überexpression von p53 induzieren, was sonst die Wachstumsfähig‐
keit beeinträchtigen und die Apoptose einleiten würde (Takao et al., 1999). 
2.4 Funktionen des Proteins Artemis 
Artemis  ist  eine  Nuklease  und  gehört  zur  Proteinsuperfamilie  der Metallo‐β‐Lactamasen. 
Eine  andere Bezeichnung  von Artemis  ist  SNM1C  (Ishiai  et al., 2004;  Yan  et al., 2010).  Es 
wurde als erstes bei der Charakterisierung der RS‐SCID (radiation sensitive severe combined 
immunodeficiency)‐Patienten entdeckt. Bei diesen Patienten führt die Mutation im Artemis‐
Gen zu einer Empfindlichkeit gegenüber der ionisierenden Strahlung (Moshous et al., 2001). 
Die  Funktion  von Artemis  als Nuclease  ist  aus dem Vorgang der V(D)J‐Rekombination be‐
kannt. Mithilfe dieses Proteins werden dort entstandene Loop‐Strukturen aufgelöst, die als 
Folge der RAG‐vermittelten DSB‐Induktion  in den unreifen Lymphozyten entstehen und bei 
Artemis‐Abwesenheit unaufgelöst verbleiben (Pannicke et al., 2004).  
Aktivierung von Artemis geschieht durch DNA‐PKcs‐vermittelte Phosphorylierung. Es ist aber 
auch bekannt, dass Artemis durch ATM und ATR reguliert wird (Poinsignon et al., 2004). Ins‐
besondere nach niedrigen Dosen (2‐3 Gy) wird Artemis durch ATM phosphoryliert. Erst nach 
hohen Dosen (10 Gy) trägt DNA‐PKcs zu dieser Artemis‐Modifikation bei. In vitro, ohne Inter‐
aktionspartner,  besitzt  Artemis  eine  5´‐3´  DNA  Exonuclease‐Aktivität,  während  seine 
endonukleolytische  Funktion  für  das  Auflösen  der  Loop‐Strukturen  durch  Interaktion mit 
DNA‐PKcs und durch deren Phosphorylierung aktiviert wird. Die genaue Funktion von Arte‐
mis während der DSB‐Reparatur  ist bislang  relativ wenig bekannt.  Es wurde  gezeigt, dass 
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etwa 10‐15% der strahleninduzierten DSBs  in Säugetierzellen sowohl  in der G1‐ als auch  in 
der G2‐Phase des Zellzyklus unter der Beteiligung von Artemis repariert werden (Ma et al., 
2005;  Riballo  et  al.,  2004).  In  Epistasis‐Studien mit  humanen  Fibroblasten wurde  gezeigt, 
dass ATM und Artemis im selben Weg während der langsamen Reparaturkomponente betei‐
ligt sind. In der G1‐Phase ist es ein alternativer Reparaturprozess, in der G2‐Phase ist es die 
HR (Beucher et al., 2009; Goodarzi & Jeggo, 2012). Alle bisherigen Studien zeigten, dass ein 
ausgeprägter Reparaturdefekt  in den Artemis‐defizienten Zellen  insbesondere nach  langen 
Reparaturzeiten ausgebildet wird (Wang et al., 2005b; Darroudi et al., 2007). Dabei wird an‐
genommen,  dass  es  sich  um  komplexere  DSBs  handelt,  welche  dazu  tendieren,  Loop‐
Strukturen auszubilden und daher einer Prozessierung bedürfen (Pfeiffer et al., 2004). Diese 
Annahme wird  dadurch  unterstützt,  dass  die  Etoposid‐induzierten  DSBs,  die  glatte  DNA‐
Enden aufweisen, keine Artemis‐Beteiligung benötigen. Außerdem steigt der Anteil der Ar‐
temis‐abhängigen DSB‐Reparatur mit der Höhe des LET (linear energy transfer) an, da nach 
der  Bestrahlung mit  α‐Teilchen  oder  Kohlenstoff  der  Anteil  an  komplexen DSBs  zunimmt 
(Riballo et al., 2004). Neben der DSB‐Reparatur wurde eine Funktion von Artemis während 
der Zellzykluskontrolle nachgewiesen,  indem gezeigt wurde, dass Artemis‐defiziente Zellen 
einen  länger andauernden G2/M‐Checkpoint  im Vergleich zum WT aufweisen  (Krempler et 
al., 2007). Eine neuere Studie mit humanen Zelllinien beschreibt Artemis als einen Schalter, 
welcher  die  DSBs  von  unvollständig  abgeschlossenem  c‐NHEJ  in  die  HR  oder  A‐EJ‐
Mechanismen überführt (Kurosawa et al., 2013). 
2.5 Zielsetzung 
DSBs sind schwerwiegendste Läsionen  in der DNA, die,  falls sie unrepariert verbleiben, die 
genomische  Stabilität beeinträchtigen. Dieses  kann die  Entstehung  von Mutationen  sowie 
Krebs begünstigen und zum Zelltod führen. Die Vertebraten haben eine Vielzahl an Repara‐
turwegen, wie c‐NHEJ, HR und A‐EJ etabliert, um diese DSBs zu reparieren. Die Interaktionen 
zwischen den Reparaturwegen sind Gegenstand der heutigen Forschung.  Insbesondere be‐
schäftigen  sich derzeit viele Arbeitsgruppen mit der Aufklärung der Mechanismen, welche 
die Wahl des  jeweiligen Weges steuern. So wurde z. B. mehrfach gezeigt, dass die Nutzung 
des jeweiligen Reparaturweges unter anderem von der Art des Schadens, dessen Lokalisati‐
on in der DNA sowie der Position der Zellen im Zellzyklus zum Zeitpunkt der Schädigung ab‐
hängig ist.  
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Dadurch, dass DT40‐Zellen eingebrachte DNA häufiger gezielt als zufällig  in die genomische 
DNA  integrieren, wurde gezeigt, dass sie auch gegenüber den Säugetierzellen eine erhöhte 
Frequenz der HR aufweisen. Daher wurde diese Zelllinie als ein gutes Modell für die Unter‐
suchungen der HR‐Ereignisse gesehen. Weitere Studien unter der Verwendung von Überle‐
bensexperimenten und chromosomalen Studien zeigten, dass neben der HR auch das c‐NHEJ 
in diesen  Zellen  für die Überlebensfähigkeit und die  chromosomale  Stabilität wichtig  sind 
und dass die HR und das c‐NHEJ auch  in den DT40‐Zellen Zellzyklusphasen‐abhängig ablau‐
fen. Eine interessante Feststellung war, dass die Wegnahme vom c‐NHEJ‐Faktor Ku70 zu ei‐
ner partiellen Strahlensresistenz aufgrund der dadurch gesteigerten HR‐Aktivtät  in der spä‐
ten S/G2‐Phase führt. Die bisher verwendeten Methoden, wie das klonogene Überleben sind 
jedoch nur  indirekte Nachweismethoden  für die DSB‐Reparatur. Auch die bisher durchge‐
führten  chromosomalen Analysen mit DT40‐Zellen wurden unabhängig  von der Zellzyklus‐
phase durchgeführt. Die aus den Studien mit Säugetierzellen bekannten und zur Verfügung 
stehenden Zellzyklusphasen‐spezifischen Methoden ermöglichen dagegen eine genaue Cha‐
rakterisierung des Beitrages der jeweiligen Reparaturwege durch den Zellzyklus.  Da die Zell‐
zyklusphasen‐spezifische Analyse der Reparaturereignisse auf der Ebene der γH2AX‐Foci und 
Chromosomenbrüche für das DT40‐Zellsystem noch nicht beschrieben sind, sollten daher die 
entsprechenden Methoden  im ersten Teil der vorliegenden Arbeit etabliert werden.  Insbe‐
sondere  das  im  Überlebensexperiment  mit  exponentiell  wachsenden  Zellen  auftretende 
biphasische Verhalten der c‐NHEJ‐Mutante sollte mithilfe der Zellzyklusphasen‐spezifischen 
Analysen  näher  charakterisiert werden. Des Weiteren  sollte  das  aus  den Untersuchungen 
mit Säugetierzellen bekannte Reparaturmodell in den G1‐, und G2‐ bestrahlten Zellen über‐
prüft werden. Die in der Literatur gut beschriebenen in der S‐Phase ablaufenden Reparatur‐
prozesse werden durch die Aktivität der Replikation stark beeinflusst. Mit einer genaueren 
Unterteilung der S‐Phase  in frühe, mittlere und späte S‐Phase sollten Erkenntnisse über die 
Beteiligung des HR‐ bzw. des c‐NHEJ‐Weges und deren Wechselwirkungen  innerhalb der S‐
Phase unter dem Einfluss von Replikation und deren  Inhibition gewonnen werden. Bei den 
chromosomalen  Studien  sollte  ein  besonderes Augenmerk  auf  die Unterschiede  zwischen 
der Reparatur nach Bestrahlung in der mittleren S‐ gegenüber der G2‐Phase gelegt werden. 
Für die Herstellung einer Korrelation zwischen Reparatur und der Überlebensfähigkeit soll‐
ten  schließlich  Zellzyklusphasen‐spezifische  Reparaturstudien  mit  der  Zellzyklusphasen‐
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spezifischen  Überlebensfähigkeit mithilfe  eines  neu  entwickelten  Konzeptes  direkt mitei‐
nander verglichen werden.  
Im  zweiten Teil dieser Arbeit  sollte die Funktion des Proteins Artemis genauer untersucht 
werden. Bisherige Untersuchungen mit Artemis‐defizienten DT40‐Zellen zeigten mithilfe der 
Messungen der Überlebensfähigkeit, dass sie sensitiv gegenüber der ionisierenden Strahlung 
reagieren.  Die mit  Säugetierzellen  durchgeführten  Zellzyklusphasen‐spezifischen  Analysen 
der DSB‐Reparatur  zeigten, dass Artemis als Nuclease, während der  langsamen Reparatur‐
komponente  in der G1‐ und G2‐Phase aktiv  ist. Über die Beteiligung von Artemis während 
der Reparatur in der S‐Phase ist noch wenig bekannt. Es gibt einige wenige Hinweise darauf, 
dass Artemis  in der S‐Phase nicht gebraucht wird. Für die Überprüfung dieser Modelle soll‐
ten die  im ersten Teil dieser Arbeit etablierten Zellzyklusphasen‐spezifischen Untersuchun‐
gen mit Artemis‐defizienten DT40‐Zellen durchgeführt werden. Durch eine genauere Charak‐
terisierung der Beteiligung von Artemis bei der DSB‐Reparatur  in den einzelnen Zellzyklus‐
phasen, sollte dieses Protein in das komplexe Geschehen der miteinander wechselwirkenden 
Reparaturwege, HR, c‐NHEJ und A‐EJ eingeordnet werden.    
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3 Material und Methoden 
3.1 Materialien 
3.1.1 Verwendete Zelllinien  
Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden, wenn nicht anders vermerkt ist, freund‐
licherweise  von  Prof. Dr.  Shunichi  Takeda  und  seinen Mitarbeitern  aus  der  Abteilung  für 
Strahlen‐Genetik (Japan, Kyoto) zur Verfügung gestellt. 
 
DT40 (WT) (parentale Zelllinie):   B‐Lymphozyten, isoliert aus der Bursa fabricii eines                                     
Huhns;  durch  ALV  (avian  leucosis  virus)  transformierte 
Lymphoblasten; p53‐defizient,  freundlicherweise  von  J‐
M.  Buerstedde  (Heinrich‐Pette‐Institut,  Hamburg)  zur 
Verfügung gestellt 
Ku70‐/‐:   HL077;  eine  homozygote  Mutante  (beide  Allele  des 
ku70‐Gens sind deletiert) 
Rad54‐/‐:   HL033;  eine  homozygote  Mutante  (beide  Allele  des 
rad54‐ Gens sind deletiert) 
Ku70‐/‐/ Rad54‐/‐:             HL100; eine homozygote Mutante, bei der beide Allele 
beider Gene deletiert sind: ku70 und rad54 
SNM1A/B/C‐/‐/‐ :   Eine  homozygote Mutante,  bei  der  alle  Allele  (jeweils 
zwei von  snm1a,  snm1b und  snm1c) deletiert  sind. Ein 
anderer Name für das Protein SNM1C ist unter anderem 
Artemis (Yan et al., 2010).  
 
Bei den unten stehenden Zelllinien handelt es sich ebenfalls um homozygote Mutanten, bei 
welchen beide Allele der jeweiligen Gene fehlen.  
 
Artemis‐/‐:         Klon #1688 
Ku70‐/‐/Artemis‐/‐:       Klon #3391 
Rad54‐/‐/ Artemis‐/‐:       Klon #3287 
3.1.2 Kulturmedien und Lösungen 
? Zusammensetzung des DT40‐ Zellkulturmediums: 
  RPMI‐1640 (500ml):                           Sigma 
  10% FCS (hitzeinaktiviert) (v/v)            Biochrom
  1% CS (hitzeinaktiviert) (v/v)              Sigma              
  1% Pen/Strep                  Biochrom
  100µM ß‐Mercaptoethanol              Sigma                                       
Die Hitzeinaktivierung des Komplements  in den Seren wurde bei 56°C  für 45min durchge‐
führt. 
 
? Medium für Überlebensexperimente:           
0,15% Agarose (v/v) im DT40‐Medium 
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  Agarose                  Roth          
  Stock‐Konzentration: 1% (v/v) in PBS angesetzt und autoklaviert 
 
? Kryomedium: 70% RPMI‐1640 
                 20% FCS 
                 10% DMSO 
• Trypan‐Blau                  Sigma          
0,36% (v/v) in PBS 
3.1.3 Chemikalienbehandlung 
• DMSO                    Roth 
• Aphidicolin                  Calbiochem 
Stock‐Konzentration: 1mg/ml in DMSO                                              
Arbeitskonzentration: 1µM                                
• Nocodazol                  Sigma   
  Stock‐Konzentration: 500mg/ml in DMSO             
  Arbeitskonzentration: 100ng/ml 
3.1.4 Immunfluoreszenzfärbung 
• PBS (Phosphate Buffer Saline)            Biochrom  
• EdU                    Invitrogen 
  Stock‐Konzentration: 100µM in DMSO 
  Arbeitskonzentration: 0,1µM  
 
• Fixierung: 
• Formaldehyd‐Lösung                Roth                                          
  Stock‐Konzentration:37%‐ige, filtrierte Lösung     
  Arbeitskonzentration: 4% (v/v) in PBS 
 
• Permeabilisierung: 
• Triton‐Lösung:            
             TritonX‐100                  Roth 
             0,2%(v/v)  in 1%FCS(hi)/PBS 
 
? Wasch‐, Antikörperverdünnungs‐ und Blockierungslösung 
  FCS(hitzeinaktiviert), 1%(v/v) in PBS 
 
? Antikörper: 
• primärer Antikörper: 
             α γH2AX (Ser139) mouse monoclonal, 1:1000 üN bei 4°C      Millipore 
• sekundärer Antikörper:    
goat α mouse Alexa Fluor 488®, 1:500  1h bei RT      Molecular probes 
•  EdU‐ Detektionskit mit Alexa Fluor 594 azide        InvitrogenTM 
  Click‐iT® EdU Imaging Kit 
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? DAPI‐Lösung:   
DAPI                    Sigma 
  0,2µg/ml in 1x PBS 
   
? Mounting medium Vectashield®                         Vector Laboratories 
3.1.5 Chromosomale Analysen 
? Colcemid                  Sigma 
  Stock‐Konzentration:100µg/ml in DMSO 
  Arbeitskonzentration:0,1µg/ml  
 
? BrdU                    BD Bioscince 
  Stock‐Konzentration: 1mM in PBS 
  Arbeitskonzentration: 20µM  
 
? Fixativ: 
      75%   Methanol                Roth 
  25%   Essigsäure Rotipuran® 100%, p.a.          Roth                       
 
? Hypotone KCl‐Lösung:                                                                                         
75mM KCl                  Roth   
             in MilliQ 
 
? Pepsin‐Lösung: 
Pepsin                   Sigma 
Stock‐Konzentration: 20µg/ml 
Arbeitskonzentration: 0,1µg/ml 
 
1M HCl                  Roth        
MilliQ 
 
? RNAse‐Lösung: 
Stock‐Konzentration: 10mg/ml            Sigma 
Arbeitskonzentration: 4mg/ml 
in 2xSSC pH 7,4 
 
? SSC‐Puffer (Stock‐Konzentration, 20x):  
3 M NaCl                  Roth                                      
300mM tri‐Natriumcitrat‐Dihydrat            Roth 
Arbeitskonzentration: 2xSSC pH7,4; 0,1xSSC pH7,4 
 
? Denaturierungslösung 
NaOH                    Roth 
Stock‐Konzentration: 10M  
Arbeitskonzentration: 0,07M  
in Ethanol (rein, 99,8%)              Roth   
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? Blockierungslösung/Antikörperverdünnungslösung: 
Milch                        Reformhaus 
            1% (w/v) in PBS 
 
? Antikörper‐Lösung: 
α‐BrdU‐FITC                       BD Bioscience         
  mouse monoclonal, gekoppelt mit fluoreszierendem Farbstoff 
  1:10 verdünnt in 1% Milch/PBS   
3.1.6 Durchflusszytometrische Methoden 
? BrdU  
Stock‐Konzentration: 1mM in PBS 
  Arbeitskonzentration: 20µM  
? Denaturierungs‐/Permeabilisierungslösung: 
  2 M HCl (v/v) (1:5 verdünnte 10 M HCl in PBS)       
             0,2% (v/v) TritonX‐100 
in PBS 
                                                   
? Neutralisierungslösung 
             0,1 M (w/v) Natriumtetraborat pH8,5 in MilliQ 
 
? Permeabilisierungs‐/Blockierungslösung: 
  1% (w/v) BSA                  Applichem
  0,1%Tween‐20 (v/v)                         Roth 
             in PBS 
 
? Propidiumiodidlösung: 
PI (Propidium‐Iodid)                Roth 
Stock‐Konzentration: 1 mg/ml in PBS 
Arbeitskonzentration: 0,1mg/ml  
RNase  (Ribonuklease)              Sigma 
Stock‐Konzentration: 10 mg/ml   
             Arbeitskonzentration: 50 µg/ml 
 
? Antikörper 
α‐BrdU‐FITC                        BD Bioscience         
mouse monoclonal, gekoppelt mit fluoreszierendem Farbstoff,  
fertige Gebrauchslösung 
3.1.7 Elutriation für die Synchronisation der Zellen 
? S‐MEM Medium                                          Sigma‐Aldrich 
3.1.8 Verbrauchsmaterialien 
• Deckgläser für die Neubauerkammer, rechteckig        Roth 
• Deckgläser (20x20), (20x50), (20x60)          Roth 
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• Kryoröhrchen, 2ml                Sarstedt 
• Objektträger, unbeschichtet              Roth 
• Objektträger, poly‐L‐Lysin‐beschichtet          Menzel 
• Pasteurpipetten, Glas                          Roth 
• Pasteurpipetten, Kunststoff               Roth 
• Pipettenspitzen                Sarstedt 
• Reaktionsgefäße, 1,5ml, 2ml           Eppendorf, Roth 
• Tücher, KimWipes                Neolab 
• Vinylhandschuhe 
• Zellkulturflaschen, verschiedene Größen:                                             Biochrom 
T‐25    25 cm2 
T‐75     75 cm2                    
T‐150    150 cm2 
• Zellkulturtestplatten:             Biochrom,Greiner 
               6‐Well Platten 
               24‐Well Platten 
               96‐Well Platten 
• Zellkulturschalen, 35X10mm; 65x15mm          VWR 
• Zentrifugenröhrchen (Falcon) 15ml, 50ml          Biochrom 
3.1.9 Geräteliste     
• Durchflusszytometer    FC500                        Becton Dickinson 
• Einfrierbox      MrFreeze                   Nalgene 
• Fluoreszenzmikroskop  Axioplan 2        Zeiss      
        Axiovert 200M 
        ReloSys 
• Inversmikroskop    Durchlicht, Zellkultur,     Nikon    
        Eclipse TS100     
• Heizplatte      Präzitherm        W. Krannich  
                     GmbH + Co. KG 
• Kühl‐ und Gefrierschränke  ‐20°C          Liebherr 
‐80°C          Thermo Scintific 
• Laborwaage      TE1502S        Sartorius                 
TE153S‐DS        Mechatronics       
• Magnetrührplatte    Varimag®                H+P Labortechnik 
  MRH‐Standard              Heidolph  Instuments
                    GmbH & CoKG 
• Mikroliterpipetten              Gilson, Eppendorf 
• Multikanalpipette              Dunn 
• Neubauer‐Zählkammer als Zytometer      Marienfeld GmBH & CoKG 
• pH‐Meter (pMX2000)            WTW 
• Pipettierhilfe Pipetboy            Integra 
• Reinstwasseranlage    Astacus BI μS MT      MembraPure GmbH 
• Röntgenröhre     MCN 165/796704      Philips                 
        Isovolt Titan E        GE 
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• Standzentrifuge    J2‐21M        BD                       
        (mit Elutriations‐Rotor JE‐6) 
• Sterilwerkbänke    Hera safe        Thermo Scintific 
• Stickstofftank     Locator 8 Plus       Thermolyne 
• Tischzentrifugen    Mini‐Zentrifuge    Neolab Spectrafuge® 
• Vortexer      Genie 2                                 Scientific Industries 
• Wasserbäder      Julabo        Julabo Labortechnik GmbH 
Memmert      Memmert GmbH   
GFL 1083  Gesellschaft für  
  Labortechnik GmbH   
• Zellkulturinkubator    Hera cell 240      Thermo Scintific 
• Zentrifuge (mit Kühlfunktion)        Eppendorf 
3.1.10 Computer‐Software und Online‐Programme 
Adobe acrobat reader            Adobe Inc. 
Axiovision                Zeiss     
Analysis (FACS)               Becton Dickinson   
ImageJ                 National Institutes of 
Health 
Isis                  Metasystems 
Metafer                Metasystems 
Microsoft Office              Microsoft Corporation 
OriginPro 7.5                OriginLab 
WinMDI2.9 (Windows Multiple Document         Scripps Research Institute                            
Interafce for Flow Cytometry)  
Pubmed/Medline              NIH Software 
 
3.2 Methoden 
3.2.1 Kultivierung von Zellen 
Alle verwendeten Zelllinien wurden  im geeigneten Kulturmedium bei 39,5°C unter wasser‐
dampfgesättigter Atmosphäre und 5%‐igem CO2‐Gehalt kultiviert. Für das optimale Wachs‐
tum wurden die Zellen  in einer definierten Zelldichte ausgesät und  jeden zweiten Tag ver‐
dünnt.  Dabei  wurde  eine  routinemäßige  Zellzahlbestimmung  mithilfe  einer  Neubauer‐
Kammer  und  einer  Färbung mit  Trypanblau  durchgeführt.  Trypanblau  ist  ein  anionischer 
Farbstoff, welcher ausschließlich die Membran abgestorbener Zellen passiert und diese dun‐
kelblau anfärbt. Durch diese Methode konnten die lebenden Zellen (Trypanblau‐negativ) von 
den  toten  Zellen  (Trypanblau‐positiv)  unterschieden  und  die  Zelldichte  in  Bezug  auf  die 
Trypanblau‐negativen Zellen  für die nachfolgende Aussaat eingestellt werden. Die verwen‐
deten Zellen, Wildtyp und die Mutanten‐Zelllinien, wachsen mit unterschiedlicher Verdopp‐
lungszeit.  Um  sicherzustellen,  dass  die  Wachstumsbedingungen  noch  das  exponentielle 
Wachstum  ermöglichen, wurden  die  Zellen  abhängig  von  der  Kultivierungsdauer  in  einer 
definierten Zelldichte ausgesät, so dass die Zelldichte am Versuchstag  1*106/ml nicht über‐
schritten hat. Das Auftauen von Zellen fand  immer sehr schnell statt, um den Stress für die 
Zellen zu minimieren. Die Kryoröhrchen wurden aus dem Stichstofftank herausgeholt und im 
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Wasserbad  inkubiert. Die  angetaute  Zellsuspension wurde dann  in  ein mit  10ml warmem 
Medium vorbereitetes 15ml‐Röhrchen vorsichtig überführt und bei 250xg und 4°C für 10 min 
zentrifugiert.  Der  Überstand wurde  entsorgt  und  die  Zellen wurden  im  frischen Medium 
(5ml) aufgenommen. Nachdem die Zellen vorsichtig vereinzelt wurden, konnten sie in eine T‐
25 Zellkulturflasche überführt und weiter kultiviert werden.  
Für die Kryokonservierung der Zellen wurden exponentiell wachsende Zellkulturen in einem 
50‐ml Falcon gesammelt. Anschließend erfolgte die Zellzahl‐Bestimmung  (wie bereits oben 
beschrieben). Es wurden mindestens 3 Mio. bzw. maximal 5 Mio. Zellen pro Kryoröhrchen 
einkalkuliert. Die  gesammelten  Zellen wurden  bei  250xg  und  RT  für  10 min  zentrifugiert. 
Nachdem das alte überstehende Medium verworfen wurde, wurden die Zellen  im frischen, 
kalten  Zellkulturmedium  aufgenommen  und  vereinzelt.  Hinzu  kam  die  gleiche Menge  an 
Kryomedium. Das Gemisch aus Zellen und beider Medien wurde auf die Kryoröhrchen ver‐
teilt (1,8 ml pro Röhrchen) und über Nacht bei ‐80 °C gelagert. Am nächsten Tag wurden die 
Kryoröhrchen für die Langzeit‐Lagerung in die Behälter mit flüssigem Stickstoff überführt. 
3.2.2 Funktion von β‐Mercaptoethanol in der Zellkultur 
Das ß‐Mercaptoethanol  als  Zusatz  für das Kulturmedium der DT40‐ B‐  Lymphozyten  stellt 
eine  Besonderheit  dar.  Im  Gegensatz  zu  den  humanen  Zelllinien  sind  die  Hühner  B‐
Lymphozyten nicht in der Lage, das im FCS des Kulturmediums in großen Mengen vorhande‐
ne Cystin in die Aminosäure Cystein umzuwandeln. Das ß‐Mercaptoethanol dient als Reduk‐
tionsmittel  und  spaltet  die Bindung  im Cystin,  so  dass  eine  für  die  Zellen  transportfähige 
Form entsteht. Diese wird schließlich in Cystein umgewandelt, welches für das Zellwachstum 
gebraucht wird. 
Eine weitere Funktion des ß‐Mercaptoethanols  ist, eine Vielzahl von Metaboliten aus dem 
Zellstoffwechsel zu reduzieren und damit unschädlich zu machen. Diese Abfallprodukte wer‐
den von den B‐Lymphozyten  ins Medium abgegeben und sind  für die Zellen toxisch. Durch 
Zugabe von ß‐Mercaptoethanol werden die Abfallprodukte inaktiviert, so dass gewährleistet 
werden  kann,  dass  die  Zellen  vom  oxidativen  Stress  geschützt  werden  („scavenger“‐
Funktion) (Bannai, 1992; Ishii et al., 1981).  
3.2.3 Bestrahlung der Zellen mit Röntgenstrahlung 
Alle  Bestrahlungen  von  Zellen wurden  in  Plastikgefäßen  (Schalen  bzw.  Zellkulturflaschen) 
durchgeführt. Es wurde hierbei eine Röntgenröhre mit einer Wolfram‐Anode verwendet,  bei 
der eine Spannung von 90 kV und eine Stromstärke von 19 mA eingestellt wurde. Die Filte‐
rung  erfolgte  durch  eine  1mm  Aluminiumplatte,  auf  der  die  Zellkulturflaschen mit  Zellen 
positioniert  waren.  Der  Abstand  der  Aluminiumplatte  zum  Beryllium‐Austrittsfenster  der 
Röntgenröhre wurde bei 30 cm für die Versuchsanordnungen wie die Foci‐, Chromosomen‐
Analysen  und  für  die  Überlebensexperimente  eingehalten.  Die  Dosisleistung  betrug           
2,05  Gy/min.  Die  Angaben  der  Dosisleistungen  kamen  hauptsächlich  durch  die  Fricke‐
Dosimetrie  zustande. Bei  den  Experimenten,  die  in  Essen  (Nordrhein‐Westfalen) durchge‐
führt wurden, wurde eine ähnliche Röhre verwendet, jedoch mit anderen Voreinstellungen. 
Der Röhren‐Abstand betrug 50 cm. Die Spannung und Stromstärke wurde auf 320 kV bzw. 
auf 10 mA eingestellt. 
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3.2.4 Zellzyklusphasen‐spezifische Reparaturstudien mittels Quantifizierung der  γH2AX‐ 
Foci 
Für  die DNA‐DSB‐Reparaturstudien wurden  γH2AX‐Foci  als Doppelstrangbruchmarker  ver‐
wendet. Sie wurden Zellzyklusphasen‐spezifisch direkt am Fluoreszenzmikroskop mit 1000‐
facher Vergrößerung per Auge quantifiziert. Es wurden pro Zeitpunkt 40 Zellen ausgewertet. 
Bei den unbestrahlten Kontrollen wurden so viele Zellen analysiert, bis 40 Foci in der Summe 
erreicht wurden. 
Um das Reparaturverhalten aller Zellzyklusphasen zu studieren, wurden in dieser Arbeit zwei 
unterschiedliche experimentelle Ansätze der γH2AX‐Foci‐Analyse genutzt. Zum einen wurde 
ein EdU‐basierter Ansatz gewählt (siehe Kap. 3.2.4.1). Zum anderen wurde ein Versuchsan‐
satz  der  γH2AX‐Foci‐Analyse  unter  den  Replikation‐inhibierenden  Bedingungen  etabliert 
(siehe Kap. 3.2.4.2). 
3.2.4.1 EdU‐basierte γH2AX‐Foci‐Analyse 
Mithilfe vom EdU‐basierten Ansatz können Foci‐Analysen in allen Zellzyklusphasen durchge‐
führt werden. Die Voraussetzung hierfür  ist eine Pulsmarkierung der Zellen mit 0,1µM EdU 
(5‐ethynyl‐2’‐Deoxyuridin)  für 20 min bei 39,5  °C. Nach dem Auswaschen von EdU wurden 
die Zellen mit dem frischen Medium versetzt und mit 1 Gy bestrahlt. EdU ist ein Nucleosid‐ 
Analogon und wird während der Replikation  in der S‐Phase  in die DNA eingebaut. Für die 
Analyse der G1‐Phase wurden die  Zellen mit 100 ng/ml Nocodazol  dauerbehandelt. Nach 
0,25h Bestrahlung mit 1 Gy wurden eine Induktionsprobe, bei der das Maximum an γH2AX‐
Foci erreicht wurde, und eine unbestrahlte Kontrolle fixiert. Die weiteren Zeitpunkte wurden 
auf 1, 2, 4 und 6 h nach Bestrahlung  festgelegt. Weiterhin wurde zu  jedem Zeitpunkt eine 
unbestrahlte  Kontrolle  mitgeführt.  Die  zu  fixierenden  Zellen  wurden  in  15‐ml  Falcon‐
Röhrchen gesammelt und bei 250xg 4  °C  für 7 min zentrifugiert. Danach erfolgte zunächst 
der erste Fixierungsschritt mit 4%FA/PBS auf dem Vortexer. Nach 5‐7‐minütiger  Inkubation 
bei RT wurden die Zellen bei den gleichen Einstellungen wie bei dem Zentrifugationsschritt 
davor zentrifugiert und in 100 µl PBS aufgenommen. Die vereinzelten Zellen wurden auf die 
Poly‐L‐Lysine beschichteten Objektträger pipettiert und für 15 min bei RT inkubiert. In dieser 
Zeit konnten sich die Zellen durch elektrostatische Wechselwirkung zwischen der positiv ge‐
ladenen Beschichtung der Objektträger und der durch die in die Zellmembran eingelagerten 
negativ geladenen Phosphatgruppen, absenken. Alle  Inkubationsschritte wurden horizontal 
nicht unter Schwenken durchgeführt. Nachdem sich die Zellen auf dem Objektträger abge‐
setzt haben, erfolgte ein zweiter Fixierungsschritt mit 4%FA/PBS (Crosslink an die Objektträ‐
ger). Nach dem zweimaligen  jeweils 10‐minütigem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 
0,2%TritonX‐100/1%FCS(hi)/PBS bei 4 °C für 10 min permeabilisiert. Danach wurde 3x10 min 
mit 1%FCS(hi)/PBS gewaschen und  in der Blockierungslösung  für mind. 30 min bei RT oder 
bei 4 °C üN stehen gelassen. Die Inkubation mit dem primären α‐γH2AX‐AK erfolgte entwe‐
der 1 h bei RT oder über Nacht bei 4°C. Am darauf folgenden Tag wurden die Proben 3x10 
min mit 1%FCS(hi)/PBS gewaschen. Daran schloss die Detektion des eingebauten EdUs an, 
die mittels der Click‐iT‐Reaktion entsprechend der Hersteller‐Angaben durchgeführt wurde. 
Nach mehreren Waschvorgängen wurden die Proben mit dem  sekundären AK Alexa  Fluor 
488 1h bei RT inkubiert. Anschließend wurde die DNA der Zellkerne mit DAPI (4´‐6´‐Diamino‐
2‐Phenyl‐indoldihydrochlorid) gegengefärbt. Die gefärbten Präparate wurden mit Mounting 
medium Vectashield®, 20x20mm Deckglas und Nagellack haltbar gemacht. Durch das Eins‐
cannen der fertigen Präparate mit Metafer‐Software und Mikroskop war es möglich die ein‐
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zelnen Zellzyklusphasen zu  identifizieren. Die Metafer‐Software, Modul MetaCyte, nutzt die 
Zellgröße  sowie die  Intensitäten der einzelnen Signale, DAPI und EdU, um  jede Zelle einer 
bestimmten Zellzyklusphase zu zuordnen. Die DAPI‐Intensität wird mit dem DNA‐Gehalt der 
Zelle  gleichgesetzt,  so  dass  die  Unterscheidung  der  Zellzyklusphasen  primär  nach  DAPI‐
Intensität  (DNA‐Gehalt) erfolgt. Die G2‐Phase Zellen weisen aufgrund des doppelten DNA‐
Gehaltes eine doppelt so hohe DAPI‐Intensität im Vergleich zu den G1‐Phase Zellen auf. Die 
G1‐Phase  Zellen  haben  einen  einfachen  DNA‐Gehalt  und  somit  eine  geringere  DAPI‐
Intensität. Der DNA‐Gehalt der S‐Phase Zellen liegt zwischen dem der G1‐ und G2‐Phase. Ein 
weiterer Parameter, welcher  für die Eingruppierung der Zellen  in unterschiedliche Zellzyk‐
lusphasen hinzugezogen wird,  ist das EdU.  Infolge des EdU‐Einbaus erscheinen die S‐Phase 
Zellen EdU‐positiv, wohingegen G1‐ und G2‐Phase Zellen EdU‐negativ sind. Die Auswertung 
der  γH2AX‐Foci erfolgte  in den Zellen,  indem  ihre Position auf den Objektträgern automa‐
tisch angefahren wurde. 
3.2.4.2 γH2AX‐Foci‐Analyse unter Replikation‐inhibierenden Bedingungen 
Für  die  Inhibition  der  Replikation  wurde  Aphidicolin  verwendet.  Die  aus  Nigrospora 
sphaerica  isolierte  Chemikalie  inhibiert  die  Replikation‐spezifischen  Polymerasen  und  hält 
somit die S‐Phase Zellen  in  ihrer Progression. Solange die Wirksamkeit von Aphidicolin be‐
steht, verbleiben die S‐Phase Zellen über mehrere Stunden dort und progressieren nicht  in 
die G2‐Phase. Die  inhibierende Wirkung von Aphidicolin  ist von der Höhe der eingesetzten 
Konzentration abhängig. Hohe Konzentrationen von Aphidicolin erzeugen in der S‐Phase ein 
hohes Maß an Schäden, so dass die S‐Phase Zellen ein flächiges (pannukleäres) γH2AX‐Foci‐
Signal  aufweisen. Dieser Ansatz  ist  jedoch  für die Analyse  der  S‐Phase  Zellen  ungeeignet. 
Eine geringe Konzentration dagegen (1 µM) schädigt die S‐Phase Zellen nicht und reicht aus, 
um die Replikation  in den DT40‐Zellen  für einige Stunden anzuhalten. So konnten quantifi‐
zierbare  Foci  unter Aphidicolin‐Bedingungen  in  der  S‐Phase  detektiert werden. Die  Zellen 
wurden zunächst mit EdU für 20 min bei 39,5 °C inkubiert. Nach dem Auswaschen von EdU 
wurden die Zellen mit frischem Medium und Aphidicolin versetzt und mit 1 Gy bestrahlt. Die 
nachfolgenden Schritte wurden analog zu dem EdU‐basierten Ansatz durchgeführt.  
3.2.5 Chromosomale Studien 
3.2.5.1 Metaphasen‐Präparation 
Die verbleibenden, unreparierten Doppelstrangbrüche können  sich  in den chromosomalen 
Brüchen  manifestieren.  Um  die  chromosomalen  Brüche  analysieren  zu  können,  wurden 
Metaphasen angefertigt. Dabei war das Ziel die Untersuchung  in Abhängigkeit von der Zell‐
zyklusphase zu gestalten. Analog zu den Foci‐Analysen wurden die Zellen mit einem weite‐
ren  Thymidin‐Analogon,  BrdU  (5‐Bromo‐2´‐desoxy‐Uridin),  pulsmarkiert. Dieses wird wäh‐
rend der Replikation  in der S‐Phase statt Thymidin  in die DNA eingebaut, so dass die Meta‐
phasen, die aus der S‐Phase stammen, nach der Immunfärbung BrdU‐positiv erscheinen. Mit 
dieser Methode  konnte  sichergestellt werden,  dass  die  S‐Phase  Zellen  von  den G2‐Phase 
Zellen unterschieden werden  konnten. Nach der Pulsmarkierung wurden die Zellen gewa‐
schen, ins frische Medium überführt und mit 1Gy bestrahlt. Die unbestrahlten Kontrollzellen 
wurden 1 h nach Bestrahlung mit 0,1 µg/ml Colcemid für 2 Stunden inkubiert. Die bestrahl‐
ten Proben wurden 2 h nach Bestrahlung mit 0,1µg/ml Colcemid  für 2 Stunden  inkubiert. 
Colcemid ist ein Spindelgift. Es verhindert die Ausbildung des Spindelapparates und somit die 
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Trennung der Schwesterchromatiden während der Mitose. Die Zellen verbleiben  so  in der 
Metaphase des Zellzyklus, einem Zustand wo die einzelnen Chromosomen gut sichtbar sind. 
Bei der Ernte der Proben wurden die Zellen bei 22°C und 250xg für 7 min zentrifugiert. Der 
Überstand wurde bis  auf  0,5 ml  verworfen. Nachdem das  Zellpellet  resuspendiert wurde, 
erfolgte eine hypotone Behandlung mit 10 ml vorgewärmter 75 mM KCl‐Lösung für 25 min 
bei RT. Nach der hypotonen Behandlung wurden die Zellen bei 250xg  für 7 Min und 22°C 
pelletiert und mit 10 ml eiskaltem Methanol:Eisessig (3:1) zunächst für 30 Min bei RT fixiert. 
Danach wurden die Zellen bei 250xg für 5 Min und 22°C zentrifugiert und erneut mit Metha‐
nol:Eisessig‐Gemisch versetzt. Die  fixierten Proben wurden bis zum nächsten Tag bei  ‐20°C 
aufbewahrt. Schließlich wurden die fixierten Zellen auf die Objektträger getropft und luftge‐
trocknet. 
3.2.5.2 Immunfluoreszenzfärbungen der Chromosomen 
Die  luftgetrockneten Objektträger mit Metaphasen wurden zunächst mit einer Pepsin‐HCl‐
Lösung  für 8 Min bei 37°C vorbehandelt, um das  restliche Cytoplasma  zu entfernen. Nach 
einem Waschschritt mit PBS wurden die Objektträger mit 4 mg/ml RNase  für 1 h bei 37°C  
inkubiert,  um  die  bei  der  Färbung  störende  RNA  zu  eliminieren.  Nach  drei  5  Min‐
Waschschritten mit 2xSSC wurde die DNA der Proben  in 2xSSC‐Puffer bei 70°C  für 30 Min 
denaturiert. Nach dem Abkühlen der Objektträger auf RT, wurden diese  jeweils 5 Min mit 
2xSSC und 0,1xSSC gewaschen und anschließend mit 0,07 M NaOH/Ethanol (< 99,9%) für 1 
Min bei RT denaturiert. Nach den 5 Min‐Waschschritten mit 0,1xSSC und 2xSSC wurden die 
Objektträger  in 1% Milch/PBS  für mindestens 30 Min geblockt. Die anschließende Färbung 
mit  mouse‐monoclonal  anti‐BrdU‐FITC  Antikörper  erfolgte  bei  37°C  für  1h.  Nach  den          
3x5 Min‐Waschschritten mit 2xSSC wurden die Metaphase‐Chromosomen sowie die Zellker‐
ne  mit  DAPI  gegengefärbt.  Für  eine  längere  Haltbarkeit  wurden  die  Objektträger  mit 
Mounting medium  Vectashield®  und Deckglas  versehen  und mit Nagellack  versiegelt. Die 
fertigen Präparate wurden mit Metafer‐Software, mit dem Modul MetaSearch, eingescannt. 
Es wurden Bilder  im DAPI‐ und  FITC‐Kanal aufgenommen. Der  FITC‐Kanal entsprach dabei 
der  Intensität  von  BrdU.  Anhand  der  ausgewählten  Erntezeitpunkte  konnten  die  BrdU‐
positiven Metaphasen mit einem gleichmäßigen BrdU‐Signal den Zellen zugeordnet werden, 
die sich zum Zeitpunkt der Pulsmarkierung und der Bestrahlung in der mittleren S‐Phase be‐
funden  haben, während  die  BrdU‐negativen Metaphasen  als Metaphasen  der  in  der G2‐
Phase bestrahlten Zellen definiert wurden  (verändert nach McQueen et al., 1998). Es wur‐
den  pro Datenpunkt mindestens  100 Metaphasen mit  11‐13 Makrochromosomen mittels 
Software ImageJ ausgewertet.  
3.2.6  Überlebensexperimente 
Die Qualität der DSB‐Reparatur nach Bestrahlung hat einen Einfluss auf das Überleben der 
Zellen.  Für  die  Untersuchung  der  Korrelation  zwischen  der  Reparaturkapazität  und  dem 
Überleben der Zellen nach Bestrahlung wurde  zum einen das  klonogene Überleben expo‐
nentiell wachsender Zellen analysiert und zum anderen wurden Zellzyklusphasen‐spezifische 
Messungen des Überlebens in den synchronisierten Zellen durchgeführt. 
3.2.6.1 Überlebensfähigkeit der exponentiell wachsenden Zellen 
Für  die  Koloniebildung  der  Suspensionskulturen  wurde  das  herkömmliche  DT40‐
Zellkulturmedium mit 0,15% (v/v) Agarose gemischt. In diesem semi‐viskosen Medium konn‐
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ten die Zellen und später die von  ihnen gebildeten Kolonien,  immobilisiert werden. Es wur‐
den Verdünnungsreihen je nach Zelltyp und Bestrahlungsdosis angefertigt. Für jede Bestrah‐
lungsdosis wurde eine 6‐Well‐Platte mit 2 ml Agarose‐Medium  in einer und 2,5 ml  in der 
anderen Drei‐Well‐Reihe vorbereitet. Jede Verdünnung der Zellsuspension wurde so einge‐
stellt, dass in die erste Drei‐Well‐Reihe 1 ml und in die Zweite 0,5 ml pipettiert wurden. Nach 
der Bestrahlung wurden Platten mit den Zellen  in den Brutschrank zurückgestellt, wo sie 7‐
10  Tage  inkubiert wurden. Nach Ablauf der  Inkubationszeit  konnten Kolonien  identifiziert 
und per Auge quantifiziert werden. Es ist bislang noch keine Fixierungs‐Methode für die Ko‐
lonien der Suspensionskulturen bekannt, so dass hier eine Lebend‐Auswertung durchgeführt 
wurde.  
Die wichtigsten Parameter, die das Überleben beschreiben, sind Plating efficiency  (PE) und 
Surviving fraction (SF)/Überlebensfraktion (ÜF). Der PE‐Wert gibt an, wie hoch der Anteil der 
Überlebenden von den ausgesäten Zellen ist und wird mit der Formel PE (Dosis) = Anzahl der 
Kolonien  (Dosis)/Anzahl der  ausgesäten  Zellen  (Dosis) berechnet. Der  SF/ÜF‐Wert  gibt  an, 
wie  viele  Zellen  in  Bezug  auf  die  unbestrahlte  Kontrolle  überlebt  haben                    
(SF/ÜF(Dosis) = PE (Dosis)/PE (0Gy)). Durch die Auftragung der ÜF‐Werte (y‐Achse, logarith‐
misch)  gegen  die  dazugehörigen  Bestrahlungsdosen  (x‐Achse)  in  einem  2‐dimensionalen‐
Koordinatensystem konnten Überlebenskurven generiert werden. 
3.2.6.2 Zellzyklusphasen‐spezifische  Überlebensmessung:  Überlebensfähigkeit  der  syn‐
chronisierten Zellen 
Für die Untersuchung des Überlebens  in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus, wurden 
die Zellen synchronisiert. Für die DT40‐Zellen wurden zwei Methoden bereits mehrfach be‐
schrieben  (Takata, et al., 1998, E. Sonoda, Reviews and Protocols  in DT40 Research). Dabei 
wird zwischen einer chemischen Methode, bei der 100 ng/ml Nocodazol für lange Inkubati‐
onszeiten angewendet wird und einer physikalischen, für die Zellen besonders schonenden 
Methode, unterschieden. Bei dieser Methode handelt es  sich um eine  als   Elutriation be‐
zeichnete Anwendung eines zentrifugalen Gegenstroms zur Anreicherung einzelner Subpo‐
pulationen einer Zellkultur (Zachos et al., 2005).  
3.2.6.3 Synchronisation der Zellen in der G2/M‐Phase mittels Nocodazol 
Nocodazol  ist eine Chemikalie, welche die Polymerisation der Mikrotubuli während der Mi‐
tose blockiert, so dass die Zellen  in der Prometaphase (G2/M‐Übergang) angereichert wer‐
den. Die Zellteilung wird während der Nocodazol‐Behandlung unterbunden. Bei diesem An‐
satz wurden die DT40‐Zellen mit 100 ng/ml Nocodazol für 7 h inkubiert. Anschließend wurde 
das Nocodazol gründlich mit Zellkulturmedium ausgewaschen, und die Zellen wurden in fri‐
schem Medium  ausgesät.  Zu  jedem  Zeitpunkt wurde eine definierte Anzahl  an  Zellen pro 
Petrischale ausplattiert und bestrahlt bzw. unbestrahlt belassen. Parallel dazu wurde eine 
Kontrolle der Zellzyklusverteilung durchgeführt.  
3.2.6.4 Synchronisation der Zellen mittels der Elutriation 
Bei der Elutriation werden die Zellen  spezifisch  ihrer Größe und Dichte nach mit Hilfe der 
Zentrifugation  in  einzelne  Zellzyklusphasen, G1‐,  S‐ und G2‐Phase  aufgetrennt.  Ein Vorteil 
dieser Methode besteht darin, dass die Zellen besonders schonend in einer bestimmten Zell‐
zyklusphase angereichert werden können.  
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Abb. 3.1: Ein typischer für die Elutriation benötigter Aufbau mit einer Ultrazentrifuge J2‐21M und mit dem 
darin eingebauten JE‐6 Elutriationsrotor 
Der Rotor setzt sich aus der Elutriationskammer und Austarierkammer sowie einem Schlauchsystem für den 
In‐/Ausfluss zusammen. Der Schlauch ist mit einem Reservoir fürs Elutriationsmedium, der Elutriationskammer 
und schließlich mit dem Sammelbehälter verbunden. Im Schlauch befindet sich eine Injektionsstelle für die zu 
trennende Zellsuspension. Eine  integrierte Pumpe kontrolliert die Flussrate des Elutriationsmediums mit den 
Zellen. Durch das  in die Zentrifuge  integrierte Stroboskop  ist es möglich die sedimentierten Zellen  im Sicht‐
fenster  zu  sehen.  In den Sammelbehältern werden einzelne Fraktionen gesammelt  (Verändert nach George 
Zachos: „Cell cycle analysis: Synchronization of DT40  cells“). 
 
Für die Elutriation wurde eine auf RT eingestellte J2‐21M Standzentrifuge mit einem einge‐
bauten Elutriations‐Rotor JE‐6 benutzt. Die Abb. 3.1 zeigt den groben Aufbau des Systems für 
die Elutriation. Für den Vorgang der Elutriation wurden max. 350*106  Zellen der exponenti‐
ell wachsenden WT‐ und Ku70‐/‐‐Kulturen verwendet. Zunächst wurden sie bei 1200 rpm für 
5 Min bei RT zentrifugiert und  in 10 ml S‐MEM Medium aufgenommen. Die Pumpe wurde 
auf die Elutriationsdurchflussrate von 25 ml/min eingestellt. Danach folgte die Injektion der 
Zellsuspension  ins Elutriator‐System. Die Startgeschwindigkeit des Rotors  lag bei 4100 rpm. 
Nach einem Vorlauf, bei dem die störenden Zelltrümmer ausgeschwemmt wurden, konnten 
die ersten Fraktionen mit den Zellen gesammelt werden. Die physikalischen Vorgänge  zur 
Trennung einzelner Fraktionen  finden  in der Elutriationskammer statt und sind  in der Abb. 
3.2 dargestellt. 
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Abb. 3.2: Vorgänge in der Elutriationskammer
a. Die Zellen gelangen in die Elutriationskammer, wo zwei entgegengesetzte Kräfte auf sie einwirken, Zent‐
rifugalkraft g und der Gegenstrom des S‐MEM‐Mediums. b. Die Umdrehungszahl ist zunächst hoch, um die 
störenden Zelltrümmer auszuschwemmen (Vorlauf), und die Zentrifugalkraft g sowie der Gegenstrom be‐
finden sich im Gleichgewicht. c. Durch die Verringerung der Umdrehungszahl erhöht sich die Wirkung des 
Gegenstroms,  so dass die  kleineren Zellen die Kammer verlassen  können. d. Die  verbliebenen größeren 
Zellen stellen ein neues Gleichgewicht zwischen Zentrifugalkraft und Gegenstrom her. e. Durch eine weite‐
re Verringerung der Umdrehungszahl können nun die großen Zellen die Kammer verlassen (Verändert nach 
George Zachos: „Cell cycle analysis: Synchronization of DT40  cells“). 
 
Die einzelnen Fraktionen wurden zwischen 2800‐2200 rpm  in 100‐er rpm‐Schritten gesam‐
melt. Von jeder Fraktion wurde anschließend eine Messung der Zellgröße mittels eines Cell‐
Counter Gerätes sowie die Zellzyklusverteilung mit Hilfe eines Durchflusszytometers durch‐
geführt. Die Fraktionen mit dem höchsten G2‐Phase‐Anteil wurden für die weiterführenden 
Experimente verwendet.  
3.2.6.5 Überlebensmessung  und  γH2AX‐Foci‐Analyse  synchronisierter  Zellen  durch  den 
gesamten Zellzyklus 
Die mit dem höchsten G2‐Phase‐Anteil elutriierten Zellen wurden  im frischen Zellkulturme‐
dium aufgenommen. Für den Zeitpunkt 0h (direkt nach der Elutriation) wurden jeweils 1*106 
Zellen   für die   BrdU‐Pulsmarkierung zur Überprüfung der Zellzyklusverteilung sowie für die 
Immunfluoreszenzfärbung  der  γH2AX‐Foci  und  ein  Aliquot  für  das  Überlebensexperiment 
genommen. Der Rest der Zellen wurde für 2 h mit 25 ng/ml Nocodazol  inkubiert. Die kurze 
Behandlung mit dieser Nocodazol‐Konzentration diente dazu, die Zellen in der Mitose anzu‐
reichern und damit die Synchronität der Zellen nach Nocodazol‐Entfernung gewährleisten zu 
können. Direkt nach der Nocodazol‐Behandlung wurde ein Aliquot der Zellen erneut für die 
Zellzyklus‐,  γH2AX‐Foci‐  Analyse  und  das  Überlebensexperiment  abgenommen.  Die  restli‐
chen  Zellen wurden  gründlich mit  dem  Zellkulturmedium  gewaschen  und  auf  24x60 mm‐
große  Petrischalen  (je  3x  Petrischalen/Zeitpunkt  für  die  Ansätze,  Zellzyklus‐,  γH2AX‐Foci‐
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Analyse und Überlebensexperiment)  verteilt.  Zu  jedem  Zeitpunkt wurden die Proben  ent‐
sprechend aufgearbeitet. Für die Zellzyklus‐Analyse wurden die Zellen mit BrdU für 20 Min 
pulsmarkiert, gewaschen und mit eiskaltem 70% Ethanol  fixiert und bei  ‐20  °C bis zur Fär‐
bung  gelagert.  Fürs Überlebensexperiment wurde  die  Zellzahl mit  der Neubauer‐Kammer 
bestimmt, eine Verdünnungsreihe in Agarose‐haltigem Medium angesetzt und eine definier‐
te Zellzahl  in die 30 mm‐große Petrischale  (in Tripletts/Dosis) ausgesät. Anschließend wur‐
den die Petrischalen mit 0, 1, 2 und 4 Gy bestrahlt und für 10 Tage  in den Brutschrank zu‐
rückgestellt. Für die γH2AX‐Foci Analyse wurden die Zellen mit 1 Gy bestrahlt, nach 4 und 24 
h Reparatur geerntet und  für die  Immunfärbung weiter verarbeitet  (siehe Kap. 3.2.4.1). Zu 
jedem Reparatur‐Zeitpunkt wurde eine unbestrahlte Kontrolle mitgeführt.  
3.2.7 2D‐Zellzyklus Analyse  
3.2.7.1 BrdU‐Pulsmarkierung und Färbung für die Durchflusszytometrie 
Die 2D‐Analyse des Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie ermöglicht eine schnelle Charak‐
terisierung der Zellzyklusphasen analysierter Zellpopulationen. Für die Unterscheidung ein‐
zelner Zellzyklusphasen wird der DNA‐Gehalt der Zelle, repräsentiert durch die PI‐Färbung, 
gegen  das  Ausmaß  der  BrdU‐Inkorporation  in  einem  2D‐Koordinatensystem  aufgetragen 
(BrdU‐Plot). Anhand dieser Auftragung können G1‐, G2‐(BrdU‐negative Zellen) und S‐Phase 
Zellen  (BrdU‐positive Zellen) voneinander unterschieden werden. Für den Einbau von BrdU 
wurden die Zellen mit 20 µM BrdU für 20 Min markiert. Nach der Pulsmarkierung wurden die 
Zellen in speziellen Plastikröhrchen gesammelt und bei 250xg, 4°C und 10 Min zentrifugiert. 
Der Überstand wurde verworfen. Die Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen und erneut 
zentrifugiert. Mit tropfenweiser Zugabe von 2 ml eiskaltem 70% Ethanol wurden die Zellen 
unter  ständigem Durchmischen auf dem Vortexer  fixiert. Die  fixierten Zellen wurden bei  ‐
20°C bis zur Färbung aufbewahrt. Die Färbung erfolgte nach Julian Sale und Roger Franklin 
(J.M. Buerstedde and S. Takeda, Book, Reviews and Protocols  in DT40 Research). Zunächst 
wurden die Zellen bei 250xg, 4°C für 10 Min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt. 
Unter der Zugabe von 2 ml kaltem PBS auf dem Vortexer wurden die Zellen rehydriert. Nach 
dem Zentrifugationsschritt wurde der Überstand abgesaugt, und es erfolgte die Denaturie‐
rung  der  DNA mit  1 ml  2M  HCl/0,2%Triton  X‐100/PBS  Lösung  für  30 Min  bei  RT.  Dieser 
Schritt  ist notwendig, um die DNA‐Doppelstränge voneinander zu trennen und den Zugang 
des α‐BrdU‐FITC Antikörpers zu ermöglichen. Danach wurden die Zellen erneut zentrifugiert, 
und der Überstand wurde erneut abgesaugt. Es folgte eine partielle Renaturierung der DNA 
unter der Zugabe von 1 ml 0,1 M Natriumtetraborat‐Lösung pH 8,5 für 1 Min bei RT. Die Zel‐
len wurden  pelletiert  und mit  1%BSA/0,1%Tween‐20/PBS  versetzt,  um  unspezifische  Bin‐
dungsstellen zu blockieren. Nach dem erneuten Zentrifugieren wurden die Zellen mit 20 µl 
α‐BrdU FITC gekoppeltem Antikörper bei RT für 30 Min inkubiert, anschließend mit 2 ml PBS 
gewaschen und zentrifugiert  (250xg, 10 Min, 4°C). Die Färbung der DNA erfolgte mit einer 
500 µl PI‐Lösung für 30 Min im Dunkeln. 
3.2.7.2 Durchflusszytometrische Messungen des Zellzyklus  
Die Analyse der  Zellen hinsichtlich  ihres  Zellzyklusverhaltens wurde  am  FC500  (Beckmann 
Coulter) durchgeführt. Es handelt sich hierbei um einen Durchflusszytometer mit einem Ar‐
gon‐Laser  mit  einer  Wellenlänge  von  488  nm.  Das  Propidiumiodid,  welches  in  die 
doppelsträngige DNA  interkaliert hat, wurde mit der  Software CXP Acquisition  im Bereich 
zwischen 564 und 606 nm  linear aufgenommen, wogegen das FITC‐Signal gekoppelt an  α‐
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BrdU‐Antikörper im Wellenenlängenbereich 505‐545 nm logarithmisch gemessen wurde. Die 
Identifizierung der Zellen wurde mit der Darstellung Forward Light Scatter (FSC) gegen Side 
Scatter (SSC) festgehalten. Mit FSC  ließ sich die Zellgröße darstellen, während SSC als Para‐
meter für die Beschreibung der Granularität der Zellen benutzt wurde. Eine weitere Darstel‐
lung war die Auftragung der PI‐Intensität (linear) gegen AUX (AUXiliary Parameter = integrale 
Fluoreszenz des PI‐Signals), um die Dubletten (z. B. G0/G1‐ Aggregate), die infolge der Fixie‐
rung entstanden sind, aus der Analyse zu eliminieren. An dieser Auftragung wurde Gate um 
die  Einzelzellen  (singles)  gelegt  und  auf  die  anderen  Darstellungen,  PI‐BrdU‐  und  PI‐
Darstellung, angewandt. Es wurden 10.000‐30.000 Zellen gemessen. Die prozentualen Antei‐
le an BrdU‐negativen G1‐ bzw. G2‐ sowie an BrdU‐positiven S‐Phase Zellen wurden mit CXP 
Analysis bzw. WinMDI ermittelt.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Überlebensfähigkeit der exponentiell wachsenden Zellen 
Mit  Überlebensexperimenten  (colony  forming  assays)  kann  der  Anteil  an  überlebenden 
klonogenen  Zellen  (Überlebensfraktion, ÜF)  z. B. nach Bestrahlung  gemessen werden.  Für 
die Überlebensfraktion wird zunächst ein Parameter bestimmt, welcher die Ausplattierungs‐
effizienz (Plating efficiency) einer Zelllinie beschreibt und als direktes Maß für die klonogene 
Reproduktivität angesehen werden kann. Die Überlebensfraktion bei einer bestimmten Dosis 
ist eine Normierung der Ausplattierungseffizienz bei dieser Dosis auf die Ausplattierungseffi‐
zienz der unbestrahlten Kontrolle. Wird der Logarithmus der Überlebensfraktion gegen die 
Bestrahlungsdosis (linear) aufgetragen, entsteht eine Dosis‐Wirkungskurve, welche die phy‐
siologische  Relevanz  der  ionisierenden  Strahlung  auf  die  zu  untersuchenden  Zellen  be‐
schreibt  und  Informationen  über  die  Strahlenempfindlichkeit  bzw.  ‐resistenz  gibt.  Als 
klonogen bezeichnet man das Potential einer Zelle, die nach Bestrahlung  ihre proliferativen 
Fähigkeiten beibehalten hat und nach einer entsprechenden  Inkubationszeit eine aus min‐
destens 50 Zellen bestehende Kolonie ausbilden kann. Das Überlebensexperiment wurde in 
1956 von Puck und Marcus entwickelt und gehört bis Heute zum „Goldstandard“ der Strah‐
lenbiologie (Hall, 2006). Bei den DT40‐Zellen handelt es sich um Suspensionskulturen, die für 
die Koloniebildung ein viskoses Medium benötigen (verändert nach Takata et al., 1998). Zu‐
nächst  wurden  die  Überlebensexperimente  mit  exponentiell  wachsenden  Zellkulturen 
durchgeführt. Nach der Aussaat entsprechender Zellzahlen und anschließender Bestrahlung 
mit 1‐10 Gy, konnte die Anzahl der Kolonien und damit die PE‐ sowie ÜF‐Werte bestimmt 
werden. Die berechneten Überlebensfraktionen wurden halb‐logarithmisch gegen die ent‐
sprechende Bestrahlungsdosis  in einem Koordinatensystem aufgetragen. Die so entstande‐
nen  Überlebenskurven  von WT  und  Reparaturmutanten  sind  in  der  Abb.  4.1  dargestellt. 
Nach der Bestrahlung des WT wird ein  sukzessiver Abfall der Überlebensfraktion mit  stei‐
gender Dosis beobachtet  (Abb. 4.1, schwarze Kurve). Nach 10 Gy Röntgenstrahlung betrug 
der Anteil an Überlebenden des WT ca. 0,16%. Für die Doppelmutante, der die Faktoren des 
c‐NHEJ (Ku70) und der HR (Rad54) fehlen, betrug die maximal anwendbare Dosis 3 Gy (Abb. 
4.1, grüne Kurve). Bei dieser Dosis lag der Anteil an Überlebenden bei ca. 0,22%, was margi‐
nal höher als der des Wildtypes nach 10 Gy Bestrahlung  ist. Das bedeutet, dass  schon ein 
Drittel der Dosis ausreicht, um ein vergleichbares Absterben der Zellen der Doppelmutante 
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hervorzurufen. Die Doppelmutante reagiert demnach extrem empfindlich auf die Strahlung. 
Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass beide Reparaturmechanismen, c‐NHEJ und HR, für das 
Überleben nach Röntgenstrahlung wichtig sind.  
 
Abb. 4.1: Überlebenskurven der exponentiell wachsenden WT‐ und Reparaturmutanten‐Zelllinien 
Die  exponentiell wachsenden  Kulturen wurden  in  Abhängigkeit  von  der  Dosis  in  einem  Agarose/Medium‐
Gemisch verdünnt. Eine entsprechende Anzahl wurde in die Wells einer 6‐Well‐Kulturschale ausgesät. Nach 7‐
10‐tägiger Inkubation wurden die Kolonien, die mehr als 50 Zellen beinhalteten, gezählt. Die daraus resultie‐
renden Überlebensfraktionen wurden gegen die entsprechenden Dosen  in einem halb‐logarithmischen Koor‐
dinatensystem aufgetragen. Die Fehlerindikatoren sind die Standardfehler zwischen 3‐6 unabhängigen Expe‐
rimenten. 
 
Die Überlebenskurve der Rad54‐/‐‐Einzelmutante, die einen Defekt  in der HR hat,  liegt zwi‐
schen den Überlebenskurven vom WT und der Doppelmutante (Abb. 4.1, blaue Kurve). Nach 
6 Gy liegt der Anteil der überlebenden Zellen bei 0,15%. Dieser Wert liegt nah am Wert des 
WT bei 10 Gy. Somit ist in der Rad54‐/‐‐Einzelmutante ca. 2/3 der Dosis ausreichend, um ein 
vergleichbares Absterben der Zellen dieser Mutante wie im WT hervorzurufen. Die moderate 
Strahlenempfindlichkeit deutet darauf hin, dass obwohl der HR‐Weg ausgeschaltet  ist, die 
Zelle  c‐NHEJ benutzen  kann und, dass  sie deshalb  im Vergleich  zur  Situation, wenn beide 
Wege fehlen, eine bessere Überlebensfähigkeit aufweist. 
Eine  Besonderheit  in  diesen  Überlebensexperimenten  stellt  die  Ku70‐/‐‐Mutante  dar                   
(Abb. 4.1, dunkel‐gelbe Kurve). Die Zellen dieser Mutante zeigen ein biphasisches Verhalten 
im Überleben, was bereits  in Takata et al., 1998 gezeigt und  in dieser Arbeit  reproduziert 
wurde.  Das  biphasische  Überleben  ist  einzigartig  und wurde  bislang  in  keinem weiteren 
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etablierten Zellsystem beobachtet. Dieses Verhalten konnte auch in keiner weiteren c‐NHEJ‐
Mutante  im DT40‐Zellsystem detektiert werden (Adachi et al., 2001). Für ein besseres Ver‐
ständnis wurde die Überlebenskurve der Ku70‐/‐‐Mutante  in eine empfindliche und eine re‐
sistente Subpopulation aufgeteilt. Die empfindliche Subpopulation war bis 2 Gy und die re‐
sistente  im Dosisbereich zwischen 2‐10 Gy zu  finden. Der größte Anteil an Zellen (ca. 90%) 
wurde bereits nach 2 Gy abgetötet und stellte die empfindliche Subpopulation dar. Demge‐
genüber konnte ein geringerer Anteil an Zellen (ca. 10%), der zwischen 2 und 10 Gy eine bes‐
sere  Überlebensfähigkeit  aufwies  als  der WT,  der  resistenten  Subpopulation  zugeordnet 
werden. Das biphasische Verhalten der Ku70‐/‐‐Mutante  impliziert die Annahme, dass das 
Überleben der Zellen Zellzyklusphase‐abhängig  ist. Es kann hier vermutet werden, dass die 
Zellzyklusphasen, die auf die Ku70‐abhängige Reparatur über c‐NHEJ angewiesen sind, eine 
schlechtere Überlebensfähigkeit vorweisen. Die Resistenz nach hohen Dosen könnte durch 
das  Umschalten  zu  einem weiteren  DSB‐Reparaturweg  erklärt werden,  der  im  Fall  einer 
Ku70‐Defizienz effektiver repariert als im WT. 
Der  experimentelle  Ansatz  zur  Untersuchung  der  Überlebensfähigkeit  mit  exponentiell 
wachsenden Zellen erlaubt nun eine Aussage über eine gemittelte Strahlenantwort über alle 
Zellzyklusphasen  zu  treffen. Für die Überprüfung der Annahme, dass das biphasische Zell‐
überleben auf die Zellzyklusphasenspezifität zurückzuführen ist, sollten weitere strahlenbio‐
logische Methoden wie γH2AX‐ und chromosomale Analysen sowie Überlebensexperimente 
in synchronisierten Zellen durchgeführt und gegenübergestellt werden. 
4.2 Überlebensfähigkeit der DT40‐Zellen  in Abhängigkeit  von der  Zellzyklusphase nach 
Synchronisation mit Nocodazol 
Um herauszufinden welche Zellzyklusphasen der Ku70‐/‐‐Mutante für das differenzielle Ver‐
halten im Überleben verantwortlich sind, wurde zunächst die Synchronisationsmethode mit 
Nocodazol  angewendet. Diese Methode  ermöglichte  eine  Zellzyklusphase‐abhängige Mes‐
sung der Überlebensfähigkeit. Hierfür wurden exponentiell wachsende Zellen des WT und 
der Ku70‐/‐‐Mutante  für 7 Stunden einer Nocodazol‐Behandlung unterzogen  (Takata et al., 
1998; Sonoda et al., 2006). Bei dieser Art der Synchronisation werden die Zellen über die 
Blockierung  des  Polymerasitionsschrittes  der Mikrotubuli  am  G2/M‐Übergang  angehalten 
(Takata et al., 1998). Nach dem Auswaschen von Nocodazol nehmen die Zellen den Zellzyk‐
lus wieder auf und zyklieren relativ synchron durch den ersten Zellzyklus. Der Zellzyklus dau‐
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ert bei WT‐Zellen und den Zellen der Ku70‐/‐‐Mutante ca. 8 h, so dass  jede Zellzyklusphase 
relativ kurz ist. Als erstes wurde die Effizienz der Nocodazol‐Wirkung sowie der Synchronität 
der  Zellen nach dem Auswaschen  von Nocodazol überprüft. Hierfür wurden die  Zellen 20 
Min  vor  jedem  Erntezeitpunkt  mit  BrdU  pulsmarkiert.  Nach  der  Fixierung  und  BrdU/PI‐
Färbung wurde  der  Zellzyklus  der  Proben mit  einer  durchflusszytometrischen Analyse  ge‐
messen. Diese Analyse wurde später als Kontrolle bei jedem Experiment durchgeführt. In der 
Abbildung 4.2, A  sind  repräsentative  Zellzyklusverteilungen  als PI‐Plots dargestellt, welche 
die Progression von WT‐ und Ku70‐/‐‐Zellen im Zellzyklus nach Synchronisation charakterisie‐
ren.  Die  prozentualen  Anteile  der  Zellzyklusphasen  wurden  am  BrdU‐Plot  ermittelt  (hier 
nicht dargestellt). Die durchflusszytometrischen Analysen der exponentiell wachsenden Kul‐
turen der WT‐Zellen und der Ku70‐/‐‐Mutante zeigten zu erwartende Zellzyklusverteilungen, 
bei denen die S‐Phase Zellen den größten Anteil ausmachen, 71% beim WT und 68% bei der 
Mutante. Die Anteile der G1‐ und der G2‐Phasen lagen jeweils bei 16‐18% bzw. 9‐10%. Nach 
7‐stündiger  Nocodazol‐Behandlung  befanden  sich  die meisten  Zellen  am  G2/M‐Übergang 
(Abb.  4.2  A,  0  h;  WT:  obere  Reihe,  Ku70‐/‐  untere  Reihe).  Nach  dem  Auswaschen  des 
Nocodazols wurden  die  Zellen wieder  in  den  Zellzyklus  entlassen,  indem  sie  in  einem  fri‐
schen Medium ausgesät wurden. Nach 1 h  ist bei beiden Zelllinien ein beträchtlicher Anteil 
an Zellen bereits  in G1 progressiert. Nach 2 h hat ein Teil der Zellen die  frühe S‐Phase er‐
reicht. Die meisten frühen S‐Phase Zellen wurden jedoch beim WT nach 3 h und bei der Mu‐
tante nach 4 h detektiert. Zwischen 4 und 5 h ist die Majorität der WT‐Zellen in der mittleren 
S‐Phase zu finden. Die Zellen der Ku70‐/‐‐Mutante kommen verzögert, nach 5h, in der mittle‐
ren S‐Phase an. Nach 6 h  ist die Mehrheit der WT‐Zellen  in die späte S‐Phase progressiert, 
während  in der Mutante  zum gleichen Zeitpunkt ein Gemisch aus mittleren und  späten S‐
Phase Zellen entsteht. Die Mehrheit der späten S‐Phase Zellen in der Mutante wird nach 7 h 
detektiert. Zu diesem Zeitpunkt haben die WT‐Zellen bereits die G2‐Phase erreicht.  Somit 
zeigt die durchflusszytometrische Analyse der mit Nocodazol  synchronisierten Zellen, dass 
die WT‐ und Ku70‐/‐‐Zellen  synchron durch den Zellzyklus  zyklieren. Dabei  ist  jedoch anzu‐
merken, dass es  immer noch einen gewissen Anteil an G2‐Phase Zellen gibt, welcher  lange 
Zeit in der G2‐Phase verbleibt und nicht mehr herausläuft. 
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A. 
 
B. 
 
Abb. 4.2: Synchronisation mit Nocodazol 
A. Synchronität nach Nocodazol‐Block: WT (obere Reihe), Ku70‐/‐‐Mutante (untere Reihe). Dargestellt sind re‐
präsentative Zellzyklusverteilungen als Histogramme der Kontrollzellen (K), welche die exponentiell wachsende 
Kultur darstellen, der mit 100 ng/ml Nocodazol für 7 h behandelten Zellen (0 h) sowie die Zellzyklusverteilungen 
der Zellen, die  zwischen 1‐7 h nach Auswaschen von Nocodazol geerntet wurden. Die Zellen wurden vor der 
Fixierung  mit  BrdU  pulsmarkiert.  Nach  der  Färbung  gegen  BrdU  und  mit  PI  wurden  die  Zellen  mit  der 
Durchflusszytometrie analysiert. Histogramme sind durch die Auftragung der PI‐Intensitäten (X‐Achse) gegen die 
gemessene Zellzahl (= Events, Y‐Achse) entstanden und definieren den aktuellen Zellzyklusstatus zum Zeitpunkt 
der Fixierung.  
B.  Zellzyklusphasen‐spezifisches  Überleben  von  WT  und  Ku70‐/‐‐Mutante  nach  der  Synchronisation  mit 
Nocodazol und Bestrahlung mit 2 Gy. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde eine definierte Anzahl an Zellen 
fürs Überleben ausgesät und mit 0 und 2 Gy bestrahlt. Nach 7 Tagen wurden die Kolonien quantifiziert und PE‐ 
sowie SF‐Werte bestimmt. K: Überleben der exponentiell wachsenden Kulturen. Aufgetragen  ist der Logarith‐
mus der ÜF‐Werte gegen die Zeit nach der Synchronisation mit Nocodazol. Die Ermittlung der zum  jeweiligen 
Zeitpunkt dominierenden Zellzyklusphase wurde an der zuvor gemessenen Zellzyklusverteilung vorgenommen. 
Die Fehlerindikatoren sind die Standardfehler zwischen mind. 3 unabhängigen Experimenten. 
 
Ein möglicher Grund könnte ein Effekt der  langen  Inkubationszeit mit Nocodazol sein, wel‐
cher in den G2‐Phase Zellen ein hohes Maß an DSBs erzeugt und somit zu einem lang anhal‐
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tenden  Arrest  in  der  G2‐Phase  führt.  Da  aber  diese  G2‐Phase  Zellen  nicht  mehr 
progressieren und daher keine Kolonien bilden können,  ist  ihre Anwesenheit  für die Mes‐
sung der Überlebensfähigkeit nicht weiter störend.  
Zu  jedem  Zeitpunkt  nach  Synchronisation wurde  eine  definierte  Anzahl  an  Zellen  für  das 
klonogene  Überleben  ausgesät  und mit  2  Gy  bestrahlt.  Die  Auftragung  der  Überlebens‐
fraktionen (Üf‐Werte) gegen die Zeit erfolgte halblogarithmisch. In der Abbildung 4.2, B sind 
Überlebenskurven der WT‐ und Ku70‐/‐‐Zellen dargestellt. Die Überlebensrate der exponen‐
tiell wachsenden Zellen  (K) des WT  lag höher als bei der Ku70‐/‐‐Mutante. Dieses Ergebnis 
war bereits in der Abb. 4.1 bei 2 Gy zu sehen. Die zum Zeitpunkt 0 h gemessene Überlebens‐
rate  repräsentiert  den  Anteil  an  überlebenden  Zellen,  die  nach  7‐stündiger  Nocodazol‐
Inkubation direkt ausgesät und bestrahlt wurden. Die Überlebensrate beider Zelllinien war 
unter diesen Bedingungen geringer, als die der exponentiell wachsenden Kulturen (Abb. 4.2, 
B, G2/M, 0 h = Probe im Nocodazol). Es überlebten hier geringfügig mehr WT‐Zellen als die 
Zellen  der Mutante.  Eine  Stunde,  nachdem Nocodazol  entfernt wurde,  befanden  sich  die 
meisten Zellen in der G1‐Phase, die in der Ku70‐/‐‐Mutante deutlich empfindlicher als im WT 
war. Die frühe S‐Phase beider Zelllinien war aber die strahlenempfindlichste Population, wo‐
bei die Ku70‐/‐‐Mutante hier ebenso massivere Strahlenempfindlichkeit gegenüber dem WT 
zeigte (2‐3 h nach Synchronisation). Zwischen 4 und 7 h nahm die Überlebensfraktion beider 
Zelllinien zu. Nach 5 h befanden sich die meisten Zellen  in der mittleren S‐Phase. Auch hier 
zeigte die Mutante eine deutliche Verminderung der Überlebensfähigkeit. Mit der Progressi‐
on der Zellen in die späte S/G2‐Phase näherten sich die Überlebenskurven der Mutante und 
des WT an. Sieben Stunden, nachdem Nocodazol entfernt wurde, haben jedoch immer noch 
mehr WT‐ als Ku70‐/‐‐Zellen überlebt.  
Mithilfe dieser Synchronisationsmethode zeigte sich, dass alle Zellzyklusphasen der Ku70‐/‐‐
Mutante empfindlicher  im Vergleich  zum WT  auf die Bestrahlung mit 2 Gy  reagieren. Die 
Verbesserung der Überlebensfähigkeit  findet  in der Ku70‐/‐‐Mutante erst ab der  späten  S‐
Phase statt. Es konnte jedoch mit dieser Methode keine Population gefunden werden, wel‐
che in der Ku70‐/‐‐Mutante resistenter als im WT ist. Für eine genauere Untersuchung dieses 
Verhaltens wurden  in  nachfolgenden  Experimenten  Reparaturstudien  durchgeführt. Diese 
beinhalteten γH2AX‐Foci sowie chromosomale Analysen. 
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4.3 Etablierung der Zellzyklusphasen‐abhängigen γH2AX‐Foci‐Analyse in DT40‐Zellen 
Das klonogene Überleben nach  ionisierender Strahlung hängt stark mit der Reparaturfähig‐
keit der bestrahlten Zellen zusammen. Für die Durchführung von Reparaturstudien hat sich 
in den letzten Jahren eine Methode etabliert, welche auf der Quantifizierung des DNA‐DSB‐
Markers γH2AX basiert.  In der Literatur  finden sich mehrere Beiträge zur Zellzyklusphasen‐
spezifischen  Untersuchung  der  DSB‐Reparatur  an  adhärenten  Zellen  (Rothkamm  et.  al., 
2001; Beucher et al., 2009). Es gibt  jedoch kaum Analysen, die  in den Suspensionskulturen 
und speziell im DT40‐Zellsystem, in Abhängigkeit von der Zellzyklusphase durchgeführt wur‐
den.  In dieser Arbeit wurde zunächst ein experimenteller Ansatz für die Reparaturanalysen 
in den DT40‐Zellen etabliert, welcher hier als EdU‐basierter Ansatz bezeichnet wird. Für die‐
sen Ansatz wurde das Thymidin‐Analogon EdU als S‐Phase Marker verwendet, welches über 
eine Klick‐iT‐Reaktion mittels der Immunfluoreszenz sichtbar gemacht werden kann. Die 20‐
minütige Pulsmarkierung der exponentiellen DT40‐Zellen mit EdU  stellt  sicher, dass die  S‐
Phase von G1‐ und G2‐Phase Zellen unterschieden werden können. Der Zeitpunkt der Puls‐
markierung legt somit die Zellzyklusphase fest, in der die Zellen anschließend bestrahlt wer‐
den.  Nach  der  Bestrahlung  mit  1  Gy  wurden  die  immungefärbten  Zellen  mit  Hilfe  der 
Metafer‐Software nach DAPI‐ und Edu‐Intensitäten eingescannt. Jeder Punkt der in der Abb. 
4.3,  A  gezeigten  Zellzyklusverteilung  entspricht  einer  Zelle mit  einer  definierten  DAPI‐(X‐
Wert) und  EdU‐(Y‐Wert)  Intensität. Dabei  sind die G1‐ bzw. G2‐Phase  Zellen mit  entspre‐
chenden  einfachen  bzw.  doppelten DAPI‐Intensitäten  EdU‐negativ. Die  S‐Phase  Zellen mit 
den  intermediären DAPI‐Intensitäten  haben  dagegen  EdU während  der Replikation  einge‐
baut und sind daher EdU‐positiv. Aufgrund der hohen EdU‐Intensität  in der S‐Phase, erfah‐
ren diese Zellen eine Verschiebung  in der Zellzyklusverteilung  zu höheren  Intensitäten auf 
der Y‐Achse.  
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A.  B. 
Abb. 4.3: EdU‐basierter Ansatz 
A. Als Dot‐Plot dargestellte Zellzyklusverteilung von WT‐Zellen nach 20‐minütiger Pulsmarkierung mit EdU und 
der Fixierung 0,25 h nach  IR mit 1 Gy. Die Zellzyklusverteilung entsteht durch das Einscannen der Zellen mit 
Metafer‐Software. Aufgetragen  sind die DAPI‐(X‐Achse) gegen die EdU‐(Y‐Achse)  Intensitäten. Eingezeichnet 
sind die Markierungen für die G1‐, G2‐ und S‐Phase.  
B.  Fluoreszenzmikroskopische  Aufnahmen  der  verschiedenen  Zellzyklusphasen  der  in  A  abgebildeten WT‐
Zellen. Die Bilder wurden mit FITC‐, TRITC‐ bzw. DAPI‐Filter bei 1000xfacher Vergrößerung aufgenommen. Der 
FITC‐Kanal  stellt die  γH2AX‐  (grün) und der TRITC‐Kanal die EdU‐  (rot)  Intensität dar. Der DAPI‐Kanal  (blau) 
repräsentiert den DNA‐Gehalt der Zelle.  Im Überlagerungsbild wurden FITC‐, TRITC‐ und DAPI‐Signale aufei‐
nander gelegt. Der in das Überlagerungsbild eingezeichnete Maßstabsbalken beträgt 5 µm.   
 
Nachdem die Diskriminierung der einzelnen Zellzyklusphasen  für den EdU‐basierten Ansatz 
zum Zeitpunkt 0,25 h im DT40‐Zellsystem etabliert wurde, wurden Zellzyklusverteilungen im 
zeitlichen Verlauf analysiert. Hierfür wurden die Zellen mit EdU‐pulsmarkiert und mit 1 Gy 
bestrahlt. Die Zellen wurden 0,25, 1, 2 und 4 h nach  IR  fixiert und gefärbt. Die ermittelten 
Zellzyklusverteilungen sowohl der unbestrahlten als auch der bestrahlten Zellen sind  in der 
Abb. 4.4 dargestellt. Damit wird verdeutlicht, dass das DT40‐Zellsystem ein schnell wachsen‐
des Zellkultursystem  ist und die Dauer der G1‐  sowie der G2‐Phase  relativ kurz  ist. Dieses 
wird  insbesondere an der Abnahme der Anteile der EdU‐negativen G2‐Phase Zellen  im Ver‐
lauf der Zeit festgemacht (Abb. 4.4, grünes Kästchen). Die G1‐Phase Zellen progressieren  in 
die  S‐Phase,  während  die  G2‐Phase  Zellen  sich  teilen.  Aus  diesem  Grund  konnten  die 
Reparaturkinetiken der G1‐ sowie der G2‐Phase Zellen bis 4 h nach IR durchgeführt werden 
(Abb. 4.4, G1:  lila Kästchen; G2: grünes Kästchen). Der Anteil der G1‐Phase  ist zu späteren 
Zeitpunkten relativ schwierig zu bestimmen. Es wurde vermutet, dass die „neuen“ G1‐Phase 
Zellen die ursprüngliche G1‐Population vermischen. Diese „neuen“ G1‐Phase Zellen entste‐
hen  aus  den G2‐Phase  Zellen, welche  sich  im  beobachteten  Zeitraum  teilen.  Aus  diesem 
Grund wurde im nächsten Schritt eine Optimierung vorgenommen. Es wurde ein Kontrollex‐
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periment durchgeführt, bei dem G2‐Phase Zellen in der Mitose angehalten wurden. Hierbei 
wurden  die  Zellen  vor  der  Bestrahlung  und  direkt  nach  der  EdU‐Pulsmarkierung mit  100 
ng/ml Nocodazol behandelt.  
A. 
 
Abb. 4.4: Charakteristische Zellzyklus‐(Dot‐Plot) Verteilungen der WT‐Zellen im Verlauf der Reparaturkinetik
im EdU‐basierten Ansatz 
Die WT‐Zellen wurden mit EdU pulsmarkiert und mit 1 Gy bestrahlt. Zu  jedem Zeitpunkt wurde eine eigene 
unbestrahlte  Kontrolle mitgeführt Nach  den  angegebenen  Zeitpunkten wurden  die  Zellen  fixiert  und  gegen 
γH2AX/EdU sowie mit DAPI gefärbt. Das Einscannen der Präparate mit MetaCyte der Metafer‐Software nach 
EdU‐ und DAPI‐Intensitäten ergab zu jedem Analysepunkt eine spezifische Zellzyklusverteilung. An diesen konn‐
ten G1‐ und G2‐Phase Zellen markiert werden. 
 
Die Behandlung der Zellen mit Nocodazol sowohl  in den unbestrahlten als auch  in den be‐
strahlten Zellen bewirkt, dass die G1‐Population nicht mehr durch die G2‐Phase Zellen ver‐
mischt wird. Die G2‐Phase Zellen verbleiben in der Mitose.  
Innerhalb der markierten Populationen der G1‐ und der G2‐Phase Zellen konnte dann  jede 
Zelle mit dem Mikroskoptisch  relokiert werden, um  in  ihr  γH2AX‐Foci zu quantifizieren. So 
wurden Reparaturkinetiken in G1‐ und G2‐ bestrahlten Zellen angefertigt. 
4.4 Reparatur in den bestrahlten G1‐ bzw. G2‐Phase Zellen 
Mit Reparaturstudien der in G1‐ und G2‐Phase bestrahlten Zellen sollte nun die Frage geklärt 
werden, welche  Reparaturwege welchen  Beitrag  in  der G1‐  bzw.  der G2‐Phase  im DT40‐
Zellsystem  leisten und ob diese Reparatur das Zellzyklusphase‐abhängige biphasische Über‐
leben der Ku70‐/‐‐Mutante erklären kann. Hierfür wurden die WT‐Zellen sowie die Repara‐
turmutanten  in den Hauptproteinen Ku70 und Rad54 hinsichtlich  ihrer Reparaturfähigkeit 
überprüft. Die Zellen wurden vor der Bestrahlung mit EdU pulsmarkiert und mit 1 Gy be‐
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strahlt. Parallel dazu wurde ein Teil der Zellen  im  zweiten Ansatz vor der Bestrahlung mit 
Nocodazol behandelt, um G1‐Phase Zellen zu analysieren. Mit Hilfe der entsprechenden Zell‐
zyklusverteilungen  wurden  die  Zellen  der  G1‐  und  G2‐Phasen  ausgewählt.  Anschließend 
wurden  Reparaturkinetiken  der  G1‐  und  G2‐Phasen  der  unbestrahlten  sowie  bestrahlten 
Zellen erstellt. Die Reparaturkinetiken der induzierten DSBs der in der G1‐Phase bestrahlten 
Zellen mit und ohne Nocodazol‐Vorbehandlung sind in der Abb. 4.5, A dargestellt.  
In den G1‐Phase Zellen aller untersuchten Zelllinien werden 0,25 h nach Bestrahlung  zwi‐
schen  10  und  11  γH2AX‐Foci  induziert.  Die  G1‐Phase  Zellen  des WT  reparieren  diese  in            
4 h bis auf 1 Focus (Abb. 4.5, schwarze Balken). Zum gleichen Zeitpunkt weisen die Repara‐
turmutanten, bei denen die c‐NHEJ‐Komponente Ku70 deletiert  ist, einen ausgeprägten Re‐
paraturdefekt  auf,  der  sich  bei  der  Ku70‐/‐‐Einzelmutante  durch  ca.  9  und  bei  der  Ku70‐/‐
/Rad54‐/‐‐Doppelmutante  durch  ca.  10  unreparierter  DSBs  äußert  (Abb.  4.5,  dunkel‐gelbe 
und grüne Balken). Die Rad54‐/‐‐Mutante zeigt 3  γH2AX‐Foci nach 4 h  (Abb. 4.5, blaue Bal‐
ken). Die Differenz zwischen der Foci‐Anzahl im WT und der Rad54‐/‐‐Mutante beträgt somit 
ca. 1,6 DSBs und deutet auf einen vermeintlichen Reparaturdefekt  in der Rad54‐/‐‐Mutante 
hin. Rad54 ist jedoch ein HR‐Faktor. In der G1‐Phase kann HR nicht durchgeführt werden. Es 
kann angenommen werden, dass diese erhöhte Anzahl an DSBs auf die Art der Auswertung 
zurückzuführen ist. Bei Zellen, die für den gemessenen Reparaturdefekt verantwortlich sind, 
kann es sich um die aus der Teilung der G2‐Phase entstandenen G1‐Phase Zellen handeln. 
Der Übertritt  der  Zellen  aus  der G2‐  in  die G1‐Phase wurde  im  EdU‐Ansatz, Abb.  4.4  be‐
schrieben.  Obwohl  die  Rad54‐/‐‐Mutante  einen  G2/M‐Checkpoint  besitzt,  scheint  dieser 
insensitiv zu sein. Einige G2‐Phase Zellen teilen sich vermutlich ungehindert und nehmen die 
DSBs über die Mitose  in die G1‐Phase mit, was sich  in einer  leichten Erhöhung der γH2AX‐
Foci  niederschlägt.  In  der  Tat  zeigt  das  Experiment mit Nocodazol‐behandelten G1‐Phase 
Zellen, dass die Reparatur der Rad54‐/‐‐Mutante, solange die G2‐Phase Zellen  in der Mitose 
zurückgehalten wurden, wie erwartet, dem Reparaturverhalten des WT gleicht (Abb. 4.5, B). 
Vergleicht  man  die  4  h‐Ergebnisse  miteinander,  so  wird  deutlich,  dass  die  Anteile  der 
unreparierten DSBs der jeweiligen Zelllinie im EdU‐Ansatz ohne Nocodazol höher liegen, als 
im  EdU‐Ansatz mit Nocodazol.  Trotz  der Diskrepanzen wird  eine  starke  Abhängigkeit  der 
Ku70‐abhängigen Reparatur über c‐NHEJ in der G1‐Phase sichtbar. Es wird dadurch bestätigt, 
dass c‐NHEJ auch  im DT40‐Zellsystem der wirksamste Reparaturmechanismus nach der Be‐
strahlung in der G1‐Phase ist.  
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Abb. 4.5: Ergebnisse der γH2AX‐Foci‐Analyse der in der G1‐Phase bestrahlten Zellen
Die Zellen wurden mit EdU pulsmarkiert. Nach der Pulsmarkierung wurden sie mit/ohne Nocodazol behandelt 
und mit  1  Gy  bestrahlt  oder  unbestrahlt  belassen.  Nach  den  angegebenen  Zeiten wurden  bestrahlte  und 
unbestrahlte Proben fixiert und gegen γH2AX sowie EdU gefärbt. Als DNA‐Marker wurde DAPI verwendet. Die 
Präparate wurden eingescannt. Die Analyse erfolgte in den EdU‐negativen G1‐Phase Zellen. 
A. Auftragung der induzierten γH2AX‐Foci ohne Nocodazol‐Behandlung der WT‐, c‐NHEJ‐, HR‐Zellen sowie der 
Zellen der Doppelmutanten gegen die Zeit. Die über die Zeit gemittelten Kontrollwerte betragen im WT: 1±0,2; 
in der c‐NHEJ‐Mutante: 1,9±0,3; in der HR‐Mutante: 1,2± 0,01; in der Doppelmutante: 1,5±0,3. Die Balken ste‐
hen für die Mittelwerte der 3 unabhängigen Experimente. Die Fehlerindikatoren repräsentieren die Standard‐
fehler zwischen diesen Experimenten. B. Induzierte γH2AX‐Foci der mit Nocodazol behandelten Zellen von WT, 
c‐NHEJ‐, HR‐Mutante sowie der Zellen der Doppelmutanten 4 h nach IR. Die über die Zeit gemittelten Kontroll‐
werte in diesem Experiment lagen beim WT bei 1,1±0,2; bei der c‐NHEJ‐Mutante: 1,6±0,5; bei der HR‐Mutante: 
1,3±0,3; bei der Doppelmutante: 1,3±0,3. Nur der Balken des WT ist Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimen‐
ten. Mit den Mutanten wurde jeweils ein Experiment durchgeführt. 
 
Im gleichen Versuchsansatz mit den G1‐Phase Zellen ohne Verwendung von Nocodazol wur‐
den G2‐Phase Zellen ausgewertet. Für die DSB‐Reparatur  in der G2‐Phase des Zellzyklus  in 
den  Säugetierzellen  wurde  beschrieben,  dass  dort  c‐NHEJ  und  HR  gebraucht  werden 
(Rothkamm et al., 2003). Für die DT40‐Zellen  ist bekannt, dass der Prozess der homologen 
Rekombination  mit  höherer  Frequenz  abläuft  als  in  den  Säugetierzellen  (Sonoda  et  al., 
2001).  Es  ist dennoch unklar, welchen Beitrag das  c‐NHEJ bei der Reparatur  von DSBs  im 
DT40‐Zellsystem  in der G2‐Phase  leistet. Die G2‐Phase Zellen besitzen gegenüber den G1‐
Phase Zellen einen doppelten DNA‐Gehalt. Konsistent mit dem doppelten DNA‐Gehalt wurde 
eine doppelte Anzahl an γH2AX‐Foci im Vergleich zu den G1‐Phase Zellen induziert (Abb. 4.6, 
18‐19 Foci zum Zeitpunkt 0,25 h). Vier Stunden nach IR hat der WT 18  induzierter DSBs auf 
das Niveau von ca. 4 DSBs repariert. Somit verbleiben  im WT ca. 20% der  induzierten DSBs 
unrepariert.  Im Vergleich hierzu zeigen die G2‐Phase Zellen der c‐NHEJ‐, HR‐ oder Doppel‐
mutante eine erhöhte Anzahl an unreparierten DSBs bereits nach 1 h Reparatur, was  sich 
über alle Zeitpunkte der Analyse  fortsetzt und  schließlich nach 4 h als Reparaturdefekt  in 
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allen Mutanten manifestiert. Zu diesem Zeitpunkt machen die residualen Schäden  in der c‐
NHEJ‐Mutante  ca.  69%  aus.  Dagegen  ist  der  Anteil  der  unreparierten  DSBs  in  der  HR‐
Mutante  geringer  und  liegt  bei  57%. Das  bedeutet,  dass die G2‐Phase  Zellen  der  c‐NHEJ‐
Mutante schlechter als die der HR‐Mutante reparieren. Die Doppelmutante hat 4 h nach IR 
immer noch 80% der induzierten DSBs unrepariert. Also zeigen die Zellen der Doppelmutan‐
te, trotz der Abwesenheit beider Reparaturwege eine gewisse Reparatur. Dieses deutet da‐
raufhin,  dass  es  noch  einen weiteren Mechanismus  gibt, welcher  die  strahleninduzierten 
DSBs in G2 beseitigt.  
 
Abb. 4.6: Ergebnisse der γH2AX‐Foci‐Analyse der in der G2‐Phase bestrahlten Zellen
Die  Zellen  wurden mit  EdU‐Puls markiert.  Nach  der  Pulsmarkierung  wurden  sie mit  1  Gy  bestrahlt  oder 
unbestrahlt belassen. Nach den angegebenen Zeiten wurden bestrahlte und unbestrahlte Proben fixiert und 
gegen γH2AX sowie EdU gefärbt. Als DNA‐Marker wurde DAPI verwendet. Die Präparate wurden eingescannt, 
und die Analyse erfolgte  in den EdU‐negativen G2‐Phase Zellen. Auftragung der  induzierten γH2AX‐Foci von 
WT‐, c‐NHEJ‐, HR‐Zellen sowie der Zellen der Doppelmutanten gegen die Zeit. Die über die Zeit gemittelten 
Kontrollwerte betragen im WT: 3 ±0,5; bei der c‐NHEJ‐Mutante: 6,3±2,1; bei der HR‐Mutante: 6,5± 1,9; bei der 
Doppelmutante:  7,2±3,5. Die  Balken  stehen  für Mittelwerte  der  3  unabhängigen  Experimente. Die  Fehler‐
indikatoren repräsentieren die Standardfehler zwischen diesen Experimenten. 
 
Durch die Reparaturdefekte  in den Ku70‐/‐‐ und Rad54‐/‐‐Mutanten konnte eine Beteiligung 
des c‐NHEJ und der HR  im DT40‐Zellsystem bei der Reparatur der strahleninduzierten DSBs 
in der G2‐Phase nachgewiesen werden, wobei die Wirkung von c‐NHEJ eine bedeutendere 
Rolle als die der HR spielt. Das ist eine trotz der erhöhten HR‐Aktivität in diesem Zellsystem 
unerwartete Beobachtung und mit den Analyseergebnissen der Säugetierzellen konsistent.  
Für die Erklärung der biphasischen Überlebenskurve der Ku70‐/‐‐Mutante nach Bestrahlung 
(Abb. 4.1) kann an dieser Stelle angenommen werden, dass die ermittelten Reparaturdefek‐
te in den G1‐ bzw. G2‐Phase Zellen der Mutante nur zu einer verminderten Überlebensfähig‐
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keit beitragen können und daher eine sensitive Subpopulation darstellen. Die Frage, welche 
Zellzyklusphasen die resistente Teilpopulation bilden, konnte durch die Untersuchungen der 
G1‐ und G2‐Phase noch nicht beantwortet werden. Als nächstes wurde deshalb die S‐Phase 
analysiert.  
4.5 Etablierung einer innerhalb der S‐Phase spezifischen Reparaturanalyse im DT40‐
Zellsystem 
Die EdU‐basierte Methode ermöglicht eine Analyse der S‐Phase Zellen, welche EdU während 
der Replikation  in die DNA einbauen und anhand der EdU‐Färbung als EdU‐positive Zellen 
erkannt werden. Da DNA‐Replikation an definierten Orten stattfindet, können diese Stellen 
mithilfe von EdU‐Einbau  sichtbar gemacht werden.  In den DT40‐Zellen wird das EdU wäh‐
rend einer 20‐minütigen Pulsmarkierung in neusynthetisierte DNA‐Bereiche eingebaut.  
Entsprechend dem spezifischen EdU‐Einbau während der Pulsmarkierung bilden sich unter‐
schiedliche EdU‐Muster aus. Anhand dieser EdU‐Muster können die S‐Phase Zellen, deren 
Anteil in den DT40‐Zellen in Kultur ca. 70% beträgt, in drei Gruppen unterteilt werden  (Abb. 
4.7). Die Menge des eingebauten EdU und somit die EdU‐Intensität können als ein Maß für 
die Anzahl an DNA‐Bereichen gesehen werden, die während der Pulsmarkierung  repliziert 
wurden. Je mehr Replikation  in einer Zelle stattfindet, desto mehr EdU wird  in die neusyn‐
thetisierte DNA eingebaut und desto homogener ist schließlich das EdU‐Muster.  
Die frühen S‐Phase Zellen befinden sich am Anfang der Replikation und werden durch eine 
geringere Menge an Replikations‐aktiven Bereichen gekennzeichnet.  Sie haben  somit eine 
geringere EdU‐Menge eingebaut und weisen ein schwaches EdU‐Signal auf. Als besonderes 
Charakteristikum besitzen die  frühen S‐Phase Zellen eine Aussparung  im EdU‐Signal, die  in 
den anderen  S‐Phase Untergruppen nicht mehr  zu detektieren  ist. Der DNA‐Gehalt dieser 
Zellen liegt zwischen dem der G1‐ und der mittleren S‐Phase Zellen (Abb. 4.7, A, B; oranges 
Kästchen). 
Das  flächige EdU‐Muster  ist  charakteristisch  für die mittleren  S‐Phase  Zellen. Diese  Zellen 
weisen maximale EdU‐Intensitäten und einen  intermediären DNA‐Gehalt zwischen dem der 
G1‐ und G2‐Phase Zellen auf (Abb. 4.7, A, B; rotes Kästchen). 
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A.   B.  
Abb. 4.7: Heterogenität des EdU‐Musters in den S‐Phase Zellen des DT40‐Zellsystems 
A. Dargestellt  ist eine Dot‐Plot‐Verteilung der mit 1Gy bestrahlten und nach 0,25 h fixierten WT‐Zellen. Diese 
Verteilung wurde mithilfe Metafer‐Software  erzeugt.  In  der Verteilung  sind Bereiche mit mittleren  S‐Phase 
Zellen  (rotes Kästchen), die Zellen der  frühen S‐Phase  (violettes Kästchen) sowie der späten S‐Phase  (grünes 
Kästchen) markiert. B. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der drei verschieden S‐Phase Subpopulationen 
von  γH2AX  (grün),  EdU  (rot) und DNA  (blau). Der  in das Überlagerungsbild  eingezeichnete Maßstabsbalken 
beträgt 5 µM.  
 
Die Zellen der späten S‐Phase haben die Replikation zum größten Teil abgeschlossen. Es be‐
finden sich nur einige wenige Replikationsgabeln im aktiven Zustand, so dass diese Zellen nur 
wenig EdU eingebaut haben. Dieses wird durch ein inhomogenes, nur über Teilbereiche des 
Zellkerns verteiltes und als punktförmiges EdU‐Muster sichtbar. Der DNA‐Gehalt dieser Zel‐
len  ist  ca.  doppelt  so  groß,  als  bei  frühen  S‐Phase  Zellen. Die  späten  S‐Phase  Zellen  sind 
demnach  zwischen mittleren  S‐  und G2‐Phase  Zellen  in  der  Zellzyklusverteilung  zu  finden  
(Abb. 4.7, A, B; braunes Kästchen).  
Infolge der Progression durch die S‐Phase findet eine Veränderung des DNA‐Gehaltes statt, 
was in der Abb. 4.8 am Beispiel der WT‐Zellen verdeutlicht wird. Eine frühe S‐Phase Zelle hat 
zum Zeitpunkt 0,25 h einen DNA‐Gehalt, welcher marginal größer ist als der DNA‐Gehalt ei‐
ner G1‐Phase  Zelle.  Im Verlauf der  Zeit nimmt der DNA‐Gehalt der  frühen  S‐Phase  Zellen 
kontinuierlich zu. Nach 2 h befinden sich diese Zellen  in der mittleren S‐Phase, nach 6 h  in 
der späten S/G2‐Phase zu finden. Entsprechend wurde auch bei der Analyse der mittleren‐ 
und  späten S‐Phase Zellen vorgegangen. Die Zellen, die  in der mittleren S‐Phase bestrahlt 
wurden, wurden nach 6 h  in G2 analysiert. Diejenigen, die  in der späten S‐Phase bestrahlt 
wurden, konnten bis max. 4 h nach Bestrahlung analysiert werden. Nach 6 h haben sie sich 
bereits geteilt. An der als späte S/G2‐markierten Population zum Zeitpunkt 6 h wurde festge‐
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stellt, dass dort überwiegend Zellen mit dem  für die  frühe S‐Phase charakteristischen EdU‐
Muster vorzufinden sind (Abb. 4.8, 6 h; hell‐oranges Kästchen). Daraus wurde geschlossen, 
dass die erworbenen EdU‐Muster während der gesamten Analysezeit unverändert bleiben 
und dass sie  für  jede S‐Phase zu  jedem Analysezeitpunkt wiedergefunden werden können. 
Dieses Verhalten wurde bei der Erstellung der γH2AX‐Kinetiken berücksichtigt. 
Abb. 4.8: Progression der frühen‐, mittleren‐ und späten S‐Phase Zellen durch den Zellzyklus 
Dargestellt sind die Dot‐Plot‐Verteilungen der WT‐Zellen  im Verlauf der Zeit. Die Zellen wurden mit EdU puls‐
markiert und mit 1 Gy bestrahlt bzw. unbestrahlt belassen. Nach Immunfärbung gegen γH2AX/EdU und mit DAPI 
wurden die Zellen mit Metafer‐Software eingescannt. Obere Reihe: unbestrahlte Zellen; untere Reihe: mit 1 Gy 
bestrahlte Zellen. Die eingezeichneten Kästchen  in Orange, Rot und Braun markieren die Population der  zum 
Zeitpunkt der EdU‐Pulsmarkierung als frühe‐, mittlere‐ bzw. späte S‐Phase detektierten Zellen.  
 
Zusammengefasst wurden die Analysen der S‐Phase Zellen unter der Berücksichtigung der 
spezifischen EdU‐Muster und deren Verfolgung durch den Zellzyklus durchgeführt. Die ent‐
sprechenden γH2AX‐Kinetiken stellen somit das Verhalten der DSBs dar, welche in einer spe‐
zifischen Untergruppe  innerhalb  der  S‐Phase  nach  IR  induziert  und  in  den  nachfolgenden 
Zellzyklusphasen repariert wurden. Da nur eine marginale Verzögerung in der Zellprogressi‐
on  durch  die  S‐Phase  nach  Bestrahlung  detektiert wurde, wurde  angenommen,  dass  der 
intra‐S Checkpoint hier keine besondere Rolle spielt, so dass gleiche Populationen sowohl bei 
unbestrahlten als auch bestrahlten Proben analysiert werden konnten.  
4.5.1 Einfluss der Replikation  auf die Ausbildung der  γH2AX‐Foci  in unbestrahlten und 
mit 1 Gy bestrahlten Zellen in der S‐Phase 
Neben exogen  induzierten DSBs  treten  in Zellen auch endogene DSBs auf. Sie können die 
Folge von Prozessen, wie V(D)J‐Rekombination oder Radikalentstehung während des zellulä‐
ren Stoffwechsels sein. Gerade in der S‐Phase entstehen während der Replikation spontane 
DSBs. Dieses geschieht hauptsächlich, wenn z. B. die Replikation durch endo‐ oder exogene 
Einwirkungen  angehalten wird. Die  Folge  ist,  dass  die  Replikationsgabeln  kollabieren  und 
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weitere DSBs induzieren. Eine weitere Quelle für das Auftreten endogener DSBs können SSBs 
sein, die infolge der Radikalbildung entstehen können. Auch durch IR wird neben DSBs eine 
hohe Anzahl an SSBs induziert. Sowohl spontane als auch strahleninduzierte SSBs stellen für 
die replikationsaktiven Zellen eine weitere potenzielle Gefahr dar. Läuft eine Replikationsga‐
bel  in einen SSB hinein, kann hierdurch ein neuer, sekundärer DSB entstehen. So  findet  in 
einer replikationsaktiven Zelle eine Zunahme von DSBs  infolge der Replikation und der Pro‐
gression  in die nachfolgende Zellzyklusphase statt, die anhand von Foci  in der  γH2AX‐Foci‐
Analyse quantifiziert werden können.  
Dieses Verhalten sollte nun in frühen, mittleren und späten S‐Phase Zellen im WT der DT40‐
Zellen überprüft werden. Die exponentiell wachsenden WT‐Zellen wurden mit EdU pulsmar‐
kiert und mit 1 Gy bestrahlt. Die Quantifizierung der γH2AX‐Foci erfolgte in den bestrahlten 
und unbestrahlten Zellen, die zum Zeitpunkt der EdU‐Pulsmarkierung  in der frühen, mittle‐
ren und  späten S‐Phase waren und  zu  späteren Zeitpunkten  in den nachfolgenden Unter‐
gruppen  innerhalb der S‐Phase anhand der  charakteristischen EdU‐Muster detektiert wur‐
den. Die  in der Abb. 4.9 dargestellten Ergebnisse  fassen die Entwicklung der γH2AX‐Foci  in 
unbestrahlten und mit 1 Gy bestrahlten WT‐Zellen zusammen. Wie in der Abb. 4.9 zu sehen 
ist, weisen die unbestrahlten Zellen, welche ab der  frühen, mittleren oder  späten S‐Phase 
beobachtet wurden, eine unterschiedlich hohe Anzahl an DSBs auf. Unbestrahlte Zellen, die 
ab der frühen S‐Phase analysiert wurden, weisen ein DSB‐Niveau von ca. 5 auf, welches  im 
weiteren Verlauf durch die S‐Phase bis auf ca. 12 DSBs nach 4 h ansteigt und anschließend 
auf  8  DSBs  nach  6  h  absinkt  (Abb.  4.9,  obere  Teilabbildung,  schraffierte  Balken).  In 
unbestrahlten Zellen, die ab der mittleren S‐Phase beobachtet wurden, wurde dagegen ein 
DSB‐Niveau von ca. 11 detektiert, welches nach 2 h auf den Wert von ca. 13 anstieg und zwi‐
schen 2 und 6 h auf ca. 9 DSBs sank  (Abb. 4.9, mittlere Teilabbildung, schraffierte Balken). 
Unbestrahlte Zellen, die ab der späten S‐Phase beobachtet wurden, wiesen 11 DSBs auf, die 
nach 4 h auf 6 DSBs repariert wurden (Abb. 4.9, untere Teilabbildung, schraffierte Balken). 
Der Verlauf der γH2AX‐Foci der bestrahlten S‐Phase Zellen ist ähnlich. Dabei liegt die Anzahl 
der DSBs jedoch auf einem höheren Niveau, als in den unbestrahlten Zellen. Der initiale An‐
stieg der DSBs  in den frühen und mittleren S‐Phase Zellen wird gefolgt von einer Abnahme 
der DSBs. In den Zellen, die ab der späten S‐Phase beobachtet wurden, nimmt die Anzahl der 
Foci sukzessive bis 4 h nach Bestrahlung ab (Abb. 4.9, schwarze Balken).  
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Für die endogen auftretenden und durch  IR  induzierten DSBs können generell zwei Phasen 
beschrieben werden, eine Ausbildungsphase und eine Reparaturphase. In den Zellen, die ab  
der frühen oder der mittleren S‐Phase beobachtet wurden, konnten beide Phasen detektiert 
werden. Dagegen  tritt  in den Zellen, die ab der  späten S‐Phase verfolgt wurden, nur eine 
Reparaturphase auf.  
 
Abb. 4.9: Entwicklung der spontanen und nach 1 Gy Bestrahlung entstandenen γH2AX‐Foci ab früher, mittle‐
rer und später S‐Phase 
Es sind Werte der γH2AX‐Foci gegen die Zeit nach Bestrahlung aufgetragen. Die S‐Phase Zellen wurden ent‐
sprechend ihrer EdU‐Muster ausgewertet. Die Balken sind die Mittelwerte aus 3‐5 Experimenten. Die Fehler‐
balken repräsentieren die Standardfehler zwischen diesen Mittelwerten. 
Am Beispiel des WT  konnte noch eine weitere Beobachtung gemacht werden. Die Ausbil‐
dung und auch die Reparatur der DSBs sind mit der Position  in der S‐Phase und damit mit 
der  Aktivität  der  Replikation  verbunden.  Die  Zellen,  die  zum  Zeitpunkt  der  EdU‐
Pulsmarkierung  in der  frühen S‐Phase waren und dann durch die S‐Phase verfolgt wurden, 
bekamen über eine 4 h lang andauernde Zunahme an sekundären DSBs. Die Zellen, die zum 
Zeitpunkt  der  EdU‐Pulsmarkierung  in  der mittleren  S‐Phase waren  und  durch  die  S‐Phase 
verfolgt wurden, erlangten  sekundäre DSBs über eine  kurze Dauer.  In den Zellen die  zum 
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Zeitpunkt der EdU‐Pulsmarkierung  in der  späten S‐Phase waren, kamen keine  zusätzlichen 
DSBs hinzu, weil in diesen Zellen die Replikation nahezu abgeschlossen war.  
Analog verhalten sich die spontanen und nach IR induzierten DSBs in den unterschiedlichen 
S‐Phase Untergruppen  der  Reparaturmutanten  im  zeitlichen Verlauf. Das Grundniveau  an 
DSBs liegt in allen Mutanten im Vergleich zum WT auf einem höheren Niveau (Abb. 4.10).  
4.5.2 Beitrag von c‐NHEJ und HR zur Reparatur der strahleninduzierten DSBs  in der frü‐
hen, mittleren und späten S‐Phase bestrahlten Zellen 
Es gibt bislang kaum Reparaturstudien, die Wirkungsweise der jeweiligen Reparaturwege  in 
Abhängigkeit  von  der  Position  in  der  S‐Phase  zum  Zeitpunkt  der Bestrahlung  analysieren. 
Nachdem das endogene und strahleninduzierte DSB‐Niveau im Verlauf durch die S‐Phase in 
den DT40‐Zellen  charakterisiert wurde,  sollte nun das Reparaturverhalten  von  induzierten 
DSBs im WT mit demjenigen der Reparaturmutanten verglichen werden.  
In der Literatur wird das c‐NHEJ als ein Mechanismus beschrieben, der DSBs in allen Zellzyk‐
lusphasen reparieren kann (Rothkamm et al., 2003). Der über HR ablaufende Reparaturweg 
ist auf die späte S/G2‐Phase begrenzt, da dort homologe Schwesterchromatiden vorhanden 
sind, die als Matrize zur Wiederherstellung der geschädigten DNA‐Bereiche genutzt werden. 
Die  Regulation  dieses Mechanismus  durch  die  S‐Phase wurde  für  Säugetierzellen  so  be‐
schrieben, dass Zellen in der mittleren S‐Phase nicht nur ihre maximale Replikationsaktivität, 
sondern auch ihre höchste HR‐Frequenz erreichen (Karanam et al., 2013). Aufgrund der Tat‐
sache, dass DT40‐Zellen deutlich mehr HR durchführen (Buerstedde & Takeda, 1991), kann 
in diesem Zusammenhang die Hypothese aufgestellt werden, dass die HR‐defizienten Zellen 
nach  Bestrahlung  in  der mittleren  S‐Phase  eine  starke  Beeinträchtigung  in  der  Reparatur 
bekommen. Des Weiteren konnte erwartet werden, dass auch  in der  frühen und späten S‐
Phase bestrahlte Zellen der HR‐Mutante, die ebenfalls Replikation durchführen, einen Repa‐
raturdefekt ausbilden.  
In den Zellen, die in der frühen S‐Phase bestrahlt wurden, findet in allen Mutanten ein ähnli‐
cher  initialer Anstieg statt, gefolgt von der vergleichbaren Abnahme der γH2AX‐Foci bis 2 h 
bei den Einzelmutanten. In der Doppelmutante bildet sich bereits nach 1 h ein Reparaturde‐
fekt aus, welcher bei den Einzelmutanten erst nach 4 h beobachtet wird. Der ausgebildete 
und bis zu 6 h persistierende Reparaturdefekt der Doppelmutante liegt um ca. 5 DSBs höher, 
als der Reparaturdefekt der Einzelmutanten (Abb. 4.10, B; obere Teilabbildung).  
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Die Ausbildungsphase der  in der mittleren  S‐Phase bestrahlten  Zellen  verlief  in  allen  Zell‐
linien identisch. Während der Reparaturphase zeichnete sich allerdings ein Reparaturvorteil 
in der Ku70‐/‐‐Mutante gegenüber dem WT aus. Dieser ist zwischen 2 und 6 h zu beobachten           
(Abb. 4.10, B; mittlere Teilabbildung; dunkel‐gelbe Balken). In der HR‐Mutante wird ein Re‐
paraturdefekt detektiert, welcher ungefähr genau so groß  ist, wie nach Bestrahlung  in der 
frühen S‐Phase (Abb. 4.10, B; mittlere Teilabbildung, blaue Balken). In der Doppelmutante ist 
das Verhalten der γH2AX‐Foci mit dem der HR‐Mutante vergleichbar. 
A.  B.
Abb. 4.10: Beitrag von c‐NHEJ und HR zur DSB‐Reparatur in den bestrahlten S‐Phase Zellen 
Dargestellt ist das Reparaturverhalten der WT‐, Ku70‐/‐‐, Rad54‐/‐‐Zellen sowie der Zellen der Doppelmutante, 
die nach der EdU‐Pulsmarkierung mit 1 Gy bestrahlt wurden. Nach den Fixierungsschritten zu den angegebe‐
nen Zeiten erfolgte eine Immunfluoreszenzfärbung gegen γH2AX/EdU. Die DNA wurde mit DAPI angefärbt. Die 
gefärbten  Präparate wurden mit Metafer‐Software  eingescannt. Die  Auswahl  der  entsprechenden  S‐Phase 
Zellen erfolgte anhand der spezifischen EdU‐Muster. A. Aufgetragen ist die Anzahl der in der S‐Phase spontan 
auftretenden  γH2AX‐Foci  in B. Auftragung der nach 1 Gy  induzierten  γH2AX‐Foci gegen die Zeit. Die Balken 
sind Mittelwerte aus mind. 3 unabhängig durchgeführten Experimenten. Die Fehlerindikatoren sind Standard‐
fehler zwischen den Mittelwerten. 
 
In den Zellen, die in der späten S‐Phase bestrahlt wurden, läuft die im WT stattfindende Re‐
paratur zwischen 0,25 und 4 h läuft in der Ku70‐/‐‐Mutante verzögert ab. Zwischen 0,25 und 
1 h ist nahezu kein Rückgang der γH2AX‐Foci festzustellen. Erst nach 2 h haben die Zellen der 
Ku70‐/‐‐Mutante die DSBs repariert und zeigen ein mit dem WT vergleichbares DSB‐Niveau. 
Nach 4 h hat sich ein leichter Reparaturdefekt in der Ku70‐/‐‐Mutante ausgebildet (Abb. 4.10, 
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B;  untere  Teilabbildung;  gelbe  Balken).  In  der  Rad54‐/‐‐  und  der  Ku70‐/‐/Rad54‐/‐‐Mutante 
zeigte sich zunächst eine Zunahme der DSBs zwischen 0,25 und 1 h, die beim WT und der 
Ku70‐/‐‐Mutante fehlte (Abb. 4.10, B; untere Teilabbildung; blaue und grüne Balken). Schließ‐
lich  lag der Reparaturdefekt  in der Rad54‐/‐‐ und der Ku70‐/‐/Rad54‐/‐‐Mutante höher als  in 
der Ku70‐/‐‐Mutante. 
Zusammen mit den Ergebnissen der Einzelmutanten können in Bezug auf die DSB‐Reparatur 
in verschiedenen S‐Phase Untergruppen  folgende Aussagen getroffen werden. Die  γH2AX‐
Kinetik der Zellen, die  in der  frühen bzw.  in der mittleren S‐Phase bestrahlt wurden,  setzt 
sich aus der Ausbildungs‐ und Reparaturphase  zusammen. Ein  solcher Verlauf der  γH2AX‐
Kinetiken hängt damit zusammen, dass die Zellen im Zuge der Replikation mehr γH2AX‐Foci 
und damit DSBs erwerben. Diese Schäden werden als sekundäre Replikation‐assoziierte DSBs 
bezeichnet.  
In den WT‐Zellen, die in der frühen S‐Phase bestrahlt und ab da durch die S‐Phase beobach‐
tet wurden, bilden sich zwei Phasen aus  (Ausbildungsphase‐Reparaturphase).  In den Zellen 
der Ku70‐/‐‐, Rad54‐/‐‐Einzelmutanten und der Doppelmutante, die in der frühen S‐Phase be‐
strahlt wurden, scheint die Ausbildungsphase stärker ausgeprägt zu sein, als die Reparatur‐
phase, so dass keine Aussage über Reparatur getroffen werden kann. In den Zellen der Dop‐
pelmutante  zeigte  sich  im  Zeitintervall  zwischen  2  und  6  h  eine  sukzessive  Erhöhung  der 
γH2AX‐Foci‐Werte, was  vermutlich  auf  eine Verdopplung  einiger DSBs  zurückzuführen  ist. 
Aufgrund der ausgeprägten Reparaturdefekte in den Einzel‐ und Doppelmutanten zum Zeit‐
punkt 6 h, werden sowohl Ku70 als auch Rad54 für die Reparatur von DSBs benötigt und das 
stärker als für die Zellen, die  in der mittleren bzw.  in der späten S‐Phase bestrahlt wurden. 
Die Reparatur nach Bestrahlung in der frühen S‐Phase scheint sowohl von HR als auch von c‐
NHEJ gleichermaßen abhängig zu sein. 
Die  Reparatur  in  den  Zellen,  die  in  der mittleren  S‐Phase  bestrahlt wurden,  folgt  einem 
biphasischen Verlauf (Ausbildungsphase‐Reparaturphase). Diese Zellen reparieren DSBs ver‐
stärkt über HR. Überraschenderweise scheint das c‐NHEJ für die Reparatur der in der mittle‐
ren S‐Phase bestrahlten Zellen keine Rolle zu spielen. Es wurde vermutet, dass der Repara‐
turdefekt der HR‐Mutante bzw. der Reparaturvorteil  in der c‐NHEJ‐Mutante auf die Effekte 
der Replikation, welche mit der Reparatur wechselwirkt, zurückzuführen sein könnte.   
Für die  in der späten S‐Phase bestrahlten Zellen  ist die Reparaturphase stärker ausgeprägt 
als die Ausbildungsphase. Hier  ist die Aktivität sowohl von c‐NHEJ als auch von HR notwen‐
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dig. Die Abnahme der γH2AX‐Foci in den Zellen, die in der späten S‐Phase bestrahlt wurden, 
lässt insbesondere in der Doppelmutante eine Möglichkeit zu, Reparatur über einen alterna‐
tiven Reparaturweg durchzuführen.  
Die Ergebnisse der in der frühen bzw. mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen deuten stark da‐
raufhin, dass sekundäre DSBs das Reparaturverhalten stark beeinflussen. Um diesen Einfluss 
genauer untersuchen zu können, sollte ein experimenteller Ansatz etabliert werden, welcher 
Replikation inhibiert und somit das Auftreten der sekundären DSBs unterdrückt. Mit diesem 
Ansatz soll ebenfalls überprüft werden, ob Reparaturvorgänge in S dadurch beeinflusst wer‐
den. 
4.5.3 γH2AX‐Foci‐Analyse unter Replikation‐inhibierenden Bedingungen 
Der  in  der  S‐Phase  stattfindende  Prozess  der  Replikation  führt  zu  einer  Verdopplung  der 
DNA. Die DSBs, die spontan aus SSBs bzw. durch Strahlung entstehen, müssen parallel zur 
Replikation  repariert werden,  um  die  chromosomale  Stabilität  der  Zelle  zu  gewährleisten 
(Zannis‐Hadjopoulos  &  Rampakakis).  Es  ist  bekannt,  dass  die  Entstehung  Replikation‐
assoziierter Schäden stark mit der Reparatur wechselwirkt, so dass die Reparaturanalysen in 
der S‐Phase und die Aussage über den  reinen strahleninduzierten Effekt auf die Reparatur 
der primären DSBs erschwert wird (Helleday et al., 2007). Um die Entstehung der sekundä‐
ren DSBs im Verlauf der Reparaturkinetik zu unterdrücken, wurde ein experimenteller Ansatz 
etabliert, welcher das Fortschreiten der Replikation verzögert. 
4.5.3.1 Etablierung der Methode, welche Ausbildung der sekundären DSBs inhibiert  
Um die sekundären DSBs zu unterdrücken, wurde der Replikationsinhibitor Aphidicolin ge‐
wählt. Aphidicolin greift speziell  in den Elongationsschritt dieses Prozesses ein (Levenson & 
Hamlin, 1993), indem es die DNA‐Polymerase α blockiert (Oguro et al., 1979; Ichikawa et al., 
1980).  Generell  bewirkt  eine  Dauerbehandlung  mit  Aphidicolin,  dass  die  S‐Phase  Zellen 
durch den Zellzyklus langsam progressieren oder bei hohen Aphidicolin‐Konzentrationen ihre 
Progression sogar unterbinden. Im Vergleich zu Aphidicolin‐basierten Analyseverfahren, bei 
denen hohe Aphidicolin‐Konzentrationen verwendet werden und eine massive Schädigung 
der S‐Phase Zellen induziert wird, sollte eine Konzentration gefunden werden, welche ledig‐
lich die Progression der S‐Phase Zellen hemmt, ohne zusätzliche DSBs zu erzeugen.  
Für die Bestimmung einer optimalen Aphidicolin‐Konzentration wurde  zunächst eine Kon‐
zentrationsreihe mit Aphidicolin durchgeführt. Hierfür wurde eine durchflusszytometrische 
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Analyse des Zellzyklus am Beispiel der WT‐Zellen gewählt. Die exponentiell wachsenden WT‐
Zellen wurden mit BrdU für 20 min pulsmarkiert. BrdU  ist ein Thymidin‐Analogon und wird 
während der Replikation in die DNA eingebaut. Dadurch können die S‐Phase Zellen, die nach 
der Färbung gegen BrdU BrdU‐positiv erscheinen, von den BrdU‐negativen G1‐ und G2‐Phase 
Zellen  unterschieden werden. Nach  der  Pulsmarkierung wurden  die  Zellen mit DMSO  als 
Negativkontrolle  sowie  mit  1  µM  Aphidicolin  behandelt  und  mit  1  Gy  bestrahlt  oder 
unbestrahlt belassen. Zu den Zeitpunkten 2 und 4 h nach der Behandlung wurden die Proben 
fixiert, gegen BrdU  sowie mit PI als DNA‐Marker gefärbt und mittels Durchflusszytometrie 
analysiert. Die aus dieser Analyse resultierenden Zellzyklusverteilungen der bestrahlten und 
unbestrahlten WT‐Zellen sind in der Abb. 4.11 zusammengefasst.  
Abb. 4.11: Einfluss von Aphidicolin zusammen mit Bestrahlung auf die Proliferation des WT 
Die exponentiell wachsenden WT‐Zellen wurden mit BrdU pulsmarkiert. Nach der Pulsmarkierung wurden sie 
mit  DMSO  als  Negativkontrolle  sowie  mit  1  µM  Aphidicolin  dauerbehandelt  und  mit  1Gy  bestrahlt  oder 
unbestrahlt belassen. Nach der Fixierung zu den angegeben Zeitpunkten wurden die Zellen gegen BrdU sowie 
mit  PI  gefärbt  und mit  dem  Durchflusszytometer  gemessen.  Dargestellt  sind  die  Zellzyklusverteilungen  der 
behandelten oder unbehandelten sowie bestrahlten und unbestrahlten Proben. Eingezeichnet sind die gates, 
die  die  neu  entstandenen  (linkes  gate,  Population  H)  und  die  bestehenden  zum  Zeitpunkt  der  BrdU‐
Pulsbehandlung markierten S‐Phase Zellen (rechtes gate, Population F) hervorheben.  
 
Um beurteilen zu können, ob 1 µM Aphidicolin als optimale Konzentration für die Hemmung 
der Progression der S‐Phase Zellen gewählt wurde, sollte ein Augenmerk auf die Progression 
der BrdU‐positiven S‐Phase Zellen von mittlerer S‐  in die späte S‐Phase gelegt werden. Hie‐
ran  kann  dann  abgelesen  werden,  ob  die  DNA‐Replikation  und  die  Zunahme  des  DNA‐
Gehaltes inhibiert werden. Des Weiteren sollte beobachtet werden, ob die Entstehung neuer 
BrdU‐positiver  S‐Phase  Zellen  ebenfalls unterdrückt wird. Das  ist  ein  Indiz dafür,  dass die 
Zellen, die  zum Zeitpunkt der BrdU‐Pulsbehandlung  in der S‐Phase waren,  sich noch nicht 
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geteilt haben. Dieses verdeutlicht ebenfalls die Inhibition der Progression von S‐Phase Zellen 
im Zellzyklus.  
Wie in der Abb. 4.11 gezeigt wird, bleibt die Proliferation der mit DMSO behandelten sowohl 
in den unbestrahlten als auch in den mit 1 Gy bestrahlten WT‐Zellen ungestört. Von 2 bis 6 h 
wird eine kontinuierliche Zunahme an neu entstandenen BrdU‐positiven frühen S‐Phase Zel‐
len beobachtet. Die Vorbehandlung mit 1 µM Aphidicolin führt zu einer deutlichen Verlang‐
samung in der Progression der Zellen durch die S‐Phase, und das unabhängig davon, ob die 
Zellen  anschließend  bestrahlt  oder  unbestrahlt werden.  Es  entstehen  keine  neuen  BrdU‐
positiven S‐Phase Zellen nach 2 h mehr. Erst zum Zeitpunkt 4 h steigt deren Anteil geringfü‐
gig an.  
Also zeigt dieses Kontrollexperiment, dass bereits 1 µM Aphidicolin ausreichend  ist, um die 
Progression der S‐Phase Zellen  im Zellzyklus zu verlangsamen, was wiederum die Replikati‐
on‐inhibierende Wirkung von Aphidicolin bestätigt. 
Um die  inhibierende Wirkung von Aphidicolin  zu untermauern, wurde ein auf EdU‐Einbau 
basierendes Kontrollexperiment durchgeführt. Hierfür wurden die exponentiell wachsenden 
WT‐Zellen mit 1 µM Aphidicolin behandelt und anschließend mit EdU pulsmarkiert. Die Pro‐
ben wurden dann nach 0,25 h fixiert (Abb. 4.12, A). Es zeigte sich, dass die S‐Phase Zellen der 
Positivkontrolle EdU während der 20‐minütigen Pulsmarkierung eingebaut haben. Dagegen 
zeigten die Zellen, die mit 1 µM Aphidicolin vorbehandelt und anschließend mit EdU für 20 
Min  pulsmarkiert wurden,  keinen  EdU‐Einbau mehr.  Für  die Negativkontrolle wurden  die 
Zellen mit Aphidicolin aber ohne EdU‐Pulsmarkierung behandelt. Sie zeigten erwartungsge‐
mäß  keinen  durch  EdU‐substituierten  Anteil  an  S‐Phase  Zellen.  Die  Inhibition  des  EdU‐
Einbaus mit  1 µM Aphidicolin bekräftigt  somit  ebenfalls die Replikation‐inhibierende Wir‐
kung  von  Aphidicolin.  Eine  weitere  Beobachtung  war,  dass  eine  durch  Aphidicolin‐
Behandlung  detektierbare  Erhöhung  des  Hintergrundes  im  γH2AX‐Signal  nicht  hinderlich 
war, distinkte Foci zu detektieren (Abb. 4.12, B; Probe +1 µM Aph./+EdU).  
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A. 
 
B. 
Abb. 4.12: Einfluss von 1 µM Aphidicolin auf den EdU‐Einbau
Die Zellen wurden mit 1 µM Aphidicolin für 10 Min vorbehandelt. Nach dem Waschen mit 1xPBS, wurden sie 
mit EdU pulsmarkiert. Nach dem erneuten Waschen mit 1xPBS wurden die Zellen mit 1 µM Aphidicolin behan‐
delt. Die Zellen der Positivkontrolle wurden nur mit EdU pulsmarkiert. Nach 15 Min wurden alle Proben fixiert. 
Anschließend  erfolgte  die  Färbung  gegen  γH2AX/EdU  und mit  DAPI.  A.  Die  gefärbten  Proben wurden mit 
Metafer‐Software eingescannt. Die  spezifischen Zellzyklusverteilungen wurden aus der Auftragung der DAPI‐ 
(X‐Achse) gegen die EdU‐(Y‐Achse) Intensitäten erstellt. Der rote Rahmen ist die Markierung der EdU‐positiven 
Zellen. B. Gezeigt sind die entsprechenden fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Positivkontrolle (obere 
Reihe) sowie der Probe nach 1 µM Aphidicolin‐Behandlung und EdU‐Pulsmarkierung (untere Reihe). Dargestellt 
sind mit einer 1000x Gesamtvergrößerung aufgenommenen Bilder der DAPI‐  (blau), EdU‐  (rot) γH2AX‐  (grün) 
Färbung. Der in das Überlagerungsbild eingezeichnete Maßstabsbalken beträgt 10 µM. 
 
Die Anwendung von 1 µM Aphidicolin führte zu einem gewünschten Ergebnis hinsichtlich der 
starken Verzögerung der Zellzyklusprogression durch die Inhibition der Replikation und wur‐
de daher in den nachfolgenden Experimenten verwendet.  
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4.5.3.2 γH2AX‐Kinetiken der unbestrahlten sowie mit 1 Gy bestrahlten S‐Phase Zellen des 
WT unter den Replikation‐inhibierenden Bedingungen 
Es konnte gezeigt werden, dass 1 µM Aphidicolin eine geeignete Konzentration ist, um eine 
Inhibition der Replikation und damit die  Inhibition der Progression der S‐Phase Zellen her‐
vorzurufen.  Nun  sollte  die  DSB‐Reparatur  anhand  der  γH2AX‐Foci  unter  replikations‐
hemmenden Bedingungen  zunächst  im WT analysiert werden. Diese Kinetiken  sollen dann 
mit den Kinetiken ohne Aphidicolin‐Behandlung verglichen werden. Die Abbildung 4.13 stellt 
diesen Vergleich dar. 
A.  
 
B.  
 
Abb. 4.13: Einfluss der moderaten Aphidicolin‐Behandlung auf die in der S‐Phase spontan oder nach 1 Gy ent‐
standenen γH2AX‐Foci im WT 
Die Zellen wurden mit EdU pulsmarkiert. Nach der Pulsmarkierung wurden sie mit 1 µM Aphidicolin behandelt 
oder unbehandelt belassen. Anschließend wurden die Zellen mit 1 Gy bestrahlt oder unbestrahlt belassen. Nach 
der  Fixierung  zu den angegebenen  Zeiten wurden  sie gegen  γH2AX/EdU und mit DAPI  gefärbt. Es wurden die 
frühen, mittleren und späten S‐Phase markierten Zellen entsprechend der DAPI‐ und EdU‐Intensität anhand der 
spezifischen Zellzyklusverteilung ausgewählt. In den ausgewählten Zellen wurden γH2AX‐Foci quantifiziert. Aufge‐
tragen sind die γH2AX‐Foci im Verlauf der Zeit. A. Analyse der unbestrahlten S‐Phase Zellen. B. Analyse der mit 1 
Gy bestrahlten Zellen. Balken sind Mittelwerte aus den mind. 3 unabhängigen Experimenten. Fehlerbalken reprä‐
sentieren Standardfehler zwischen den Experimenten. 
 
In  der  Teilabbildung  A  sind  die  γH2AX‐Kinetiken  der  unbestrahlten  Zellen mit  und  ohne 
Aphidicolin‐Behandlung, in der Teilabbildung B sind die analogen Kinetiken der mit 1 Gy be‐
strahlten S‐Phase Zellen des WT zusammengefasst. In dieser Abbildung ist deutlich zu sehen, 
dass 1 µM Aphidicolin sowohl die Anzahl der spontanen, ohne Bestrahlung, als auch die nach 
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1 Gy detektierten  γH2AX‐Foci über den gesamten Analysezeitraum  in allen S‐Phase Zellen 
des WT reduziert. Besonders auffällig war  jedoch, dass bereits nach 0,25 h eine drastische 
Reduktion  in der Foci‐Anzahl  insbesondere bei den unbestrahlten Proben detektiert wurde 
(Abb. 4.12, B).  
In den Zellen, die ohne Aphidicolin behandelt und ab der  frühen S‐Phase verfolgt wurden, 
wurde eine Ausbildungsphase sowohl  in den bestrahlten als auch  in den unbestrahlten Zel‐
len  beobachtet.  Es  trat  hier  keine  Reparaturphase  auf.  Nach  der  Zugabe  von  1  µM 
Aphidicolin wurde sowohl  in den unbestrahlten als auch  in den bestrahlten Zellen zu allen 
Analysezeitpunkten eine geringere Foci‐Zahl detektiert. In den unbestrahlten frühen S‐Phase 
Zellen blieb das DSB‐Niveau relativ konstant. In den bestrahlten Zellen nahm die DSB‐Anzahl 
ab (Abb. 4.13, A, B, jeweils obere Teilabbildung).  
In den Zellen, die ohne Aphidicolin behandelt und ab der mittleren S‐Phase verfolgt wurden, 
wurden eine Ausbildungs‐ sowie eine Reparaturphase sowohl in den unbestrahlten als auch 
in  den  bestrahlten  Zellen  beobachtet.  Die  Ausbildungsphase  in  den  unbestrahlten  Zellen 
dauerte bis 2 h und in den bestrahlten Zellen bis 1 h an. Die daran anschließende Reparatur‐
phase zeigte sich in den unbestrahlten Zellen zwischen 2 und 4 h und in den bestrahlten Zel‐
len ab der ersten Stunde. Die Zugabe von 1 µM Aphidicolin bewirkte, dass bereits nach 0,25 
h eine Reduktion der DSBs um ca. 50% in den unbestrahlten und um ca. 30% in den bestrahl‐
ten Zellen erreicht wurde.  In den mit Aphidicolin behandelten und unbestrahlten mittleren 
S‐Phase Zellen war eine leichte Ausbildungsphase zwischen 1 und 4 h zu sehen, während in 
den bestrahlten Zellen eine direkt einsetzende Reparaturphase detektiert wurde (Abb. 4.13, 
A, B, jeweils mittlere Teilabbildung). 
In den Zellen, die in der späten S‐Phase analysiert wurden, zeigte sich, dass die Behandlung 
mit 1 µM Aphidicolin die Anzahl der DSBs reduzierte. Es wurden in den unbestrahlten Zellen 
nach 0,25 h um ca. 50% weniger DSBs gemessen, wenn die Zellen mit Aphidicolin behandelt 
wurden. Nach der Aphidicolin‐Behandlung und Bestrahlung war dieser reduzierende Effekt  
geringer.  Im Vergleich zu den unbehandelten und bestrahlten Zellen wurde eine Reduktion 
um ca. 23% erreicht (Abb. 4.13, B, jeweils untere Teilabbildung). Analog zum WT wurden die 
Zellen der Ku70‐/‐, Rad54‐/‐ und Ku70‐/‐/Rad54‐/‐ einer Aphidicolin‐Behandlung von 1 µM un‐
terzogen. Auch  in den Reparaturmutanten wurde eine geringere  γH2AX‐Foci‐Anzahl  in den 
mit Aphidicolin behandelten im Vergleich zu den unbehandelten Zellen detektiert (Abb. 4.14, 
A).  
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Diese Ergebnisse zeigen, dass der experimentelle Ansatz mit 1 µM Aphidicolin geeignet  ist, 
um die Anzahl der endogen auftretenden DSBs  in der S‐Phase  zu  reduzieren.  Im nächsten 
Schritt sollte nun untersucht werden, welchen Beitrag c‐NHEJ und HR bei der Reparatur der 
in der S‐Phase durch Strahlung induzierten, primären DSBs leisten. 
4.5.3.3 Beitrag von c‐NHEJ und HR zu Reparatur der durch Strahlung erzeugten primären 
DSBs in der S‐Phase 
Nachdem  festgestellt wurde, dass eine Aphidicolin‐Konzentration von 1 µM  in DT40‐Zellen 
die  Bildung  sekundärer DSBs  in  der  S‐Phase  reduziert, wurden  nun  Reparaturstudien  der 
primären, nur durch Strahlung  induzierten DSBs durchgeführt. Dabei sollte der Beitrag der 
Reparaturwege, c‐NHEJ und HR analysiert werden. Es wurden WT, Ku70‐/‐‐, Rad54‐/‐‐ sowie 
Ku70‐/‐/Rad54‐/‐‐Mutanten mit EdU pulsmarkiert und mit 1 µM Aphidicolin behandelt. An‐
schließend  wurden  die  Zellen  mit  1  Gy  bestrahlt.  Zu  jedem  Zeitpunkt  wurde  eine 
unbestrahlte Kontrolle mitgeführt. Die ermittelten Kontrollwerte  in den unbestrahlten Pro‐
ben  wurden  von  den  Werten  der  bestrahlten  Proben  abgezogen.  Die  entsprechenden 
Reparaturkinetiken sind in der Abb. 4.14 dargestellt. 
Verglichen mit  der  in  der  Abb.  4.10  dargestellten  Ergebnissen  der  unbehandelten  Zellen, 
wurde keine signifikante Abweichung  in der  Induktion  in allen untersuchten S‐Phase Zellen 
gemessen  (Abb. 4.14, 0,25 h). Eine Reparaturphase konnte  in allen untersuchten Zelllinien 
beobachtet werden.  In  den mit  Aphidicolin  vorbehandelten WT‐Zellen wurden  in  nahezu 
allen S‐Phase Untergruppen mehr DSBs repariert.  In der frühen S‐Phase fand die Abnahme 
von 52% auf 20%,  in der mittleren von 65% auf 43% statt. Ähnliche Effekte wurden  in den 
Reparaturmutanten beobachtet.  
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A.  B. 
Abb. 4.14: Reparatur der in der frühen, mittleren und späten S‐Phase bestrahlten Zellen unter Replikation‐
inhibierenden Bedingungen 
Die Zellen wurden mit EdU pulsmarkiert und mit 1 µM Aphidicolin behandelt. Nach der Bestrahlung und der 
Fixierung der Proben zu den angegebenen Zeiten erfolgte eine Immunfluoreszenzfärbung gegen γH2AX/EdU 
und mit DAPI. An den spezifischen Zellzyklusverteilungen, die nach dem Einscannen  im Mikroskop entstan‐
den waren, wurden die als  frühe, mittlere‐ und späte S‐Phase klassifizierten Zellen entsprechend des EdU‐
Musters ausgewählt. In den ausgewählten Zellen wurden γH2AX‐Foci quantifiziert. A. Aufgetragen sind die in 
der S‐Phase spontan entstandene γH2AX‐Foci im Verlauf der Zeit; B. Werte der induzierten γH2AX‐Foci nach 
Abzug der entsprechenden Kontrollen. Die Fehlerindikatoren  im WT und der c‐NHEJ‐Mutante sind die Stan‐
dardfehler aus mind. 2 unabhängigen Experimenten. Bei der HR‐ und der Doppelmutante ist jeweils nur ein 
Experiment gezeigt.  
 
In der Ku70‐/‐‐Mutante, die  in der  frühen  S‐Phase bestrahlt und ab da beobachtet wurde, 
fand ohne Aphidicolin eine Akkumulation der DSBs statt. Die Aphidicolin‐Behandlung bewirk‐
te, dass die Anzahl der unreparierten DSBs auf 51%  reduziert wurde.  In mittleren S‐Phase 
Zellen kam es zu einer Reduktion von 31% unreparierten DSBs auf 9,7%.  
In  frühen  S‐Phase  Zellen  der  Rad54‐/‐‐Mutante  und  der  Doppelmutante,  die  ohne 
Aphidicolin‐Behandlung  bestrahlt  wurden,  fand  ohne  Aphidicolin  eine  Akkumulation  der 
DSBs statt. Nach der Aphidicolin‐Behandlung und der Bestrahlung wurde eine verminderte 
Anzahl  an  unreparierten  DSBs  detektiert.  In  der  Rad54‐/‐‐Mutante  betrug  der  Anteil  der 
unreparierten  DSBs  an  38%,  in  der  Doppelmutante  verblieben  dagegen  noch  64% 
unrepariert. In den Zellen, die in der mittleren S‐Phase bestrahlt wurden, war in der Rad54‐/‐‐
Mutante eine Abnahme von akkumulierten DSBs auf 61% und in der Doppelmutante auf 54% 
zu erkennen.  
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Die späten S‐Phase Zellen stellten in diesem Ansatz eine Ausnahme dar. In dieser Phase wur‐
den tendenziell mehr unreparierte Brüche gemessen, als in den Zellen, die keine Aphidicolin‐
Behandlung erfahren haben. Im WT war eine 3%‐ige in der Ku70‐/‐‐Mutante eine 2%‐ige und 
in der Rad54‐/‐‐Mutante eine 7%‐ige Erhöhung zu erkennen. In der Doppelmutante stieg der 
Anteil an unreparierten DSBs von 35% auf 64% an.  
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Tendenz in der Reparatur durch die Behand‐
lung mit Aphidicolin nahezu unverändert bleibt. Auffällig  ist  jedoch das Ergebnis der  in der 
frühen S‐Phase bestrahlten Zellen.  In diesem experimentellen Ansatz zeigt sich, dass das c‐
NHEJ eine größere Rolle als HR spielt. Die meisten primären strahleninduzierten DSBs in der 
mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen werden über HR repariert. Das c‐NHEJ spielt hier keine 
Rolle. In der späten S‐Phase bestrahlten Zellen sind sowohl c‐NHEJ als auch HR bei der Repa‐
ratur der primären strahleninduzierten DSBs beteiligt. 
4.6 Etablierung der Zellzyklusphasen‐abhängigen chromosomalen Studien nach Bestrah‐
lung mit 1 Gy 
In  den  bisherigen Untersuchungen wurde  das  Zellzyklusphasen‐abhängige  Zusammenspiel 
der  klassischen Reparaturwege,  c‐NHEJ und HR,  auf der  Ebene der DSB‐Reparatur mittels  
γH2AX‐Foci‐Analyse durchgeführt. Es zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen der Re‐
paratur nach Bestrahlung  in der mittleren S‐ und  in der G2‐Phase. Während HR der domi‐
nante Weg der in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen ist, beteiligen sich c‐NHEJ und HR 
an der Reparatur  in der G2‐Phase bestrahlten Zellen. Diese Strahleneffekte sollten nun mit 
einer weiteren Methode  auf  der  chromosomalen  Ebene  überprüft werden.  Es wurde  ein 
analoger experimenteller Ansatz  zu der EdU‐basierten  γH2AX‐Foci‐Methode etabliert, wel‐
cher eine Differenzierung der  in S bzw.  in G2 bestrahlten Zellen, die  später  in der Mitose 
ausgewertet werden, erlaubt. Statt EdU wurde  in diesem Ansatz BrdU verwendet. Anhand 
einer durchflusszytometrischen Analyse  im Vorversuch wurde zunächst ein geeignetes Zeit‐
fenster für die Ernte der Metaphasen festgelegt. Obwohl Foci‐Analysen der G2‐Phase Zellen 
bis 4 h durchgeführt wurden, wurde anhand der Zellzyklusverteilungen ersichtlich, dass der 
größte Anteil an G2‐Phase Zellen in den unbestrahlten Zellen zwischen 1 und 3 h in die Mito‐
se progressierte.  In den bestrahlten Zellen  lief der größte Anteil an G2‐Phase Zellen etwas 
verzögert zwischen 2 und 4 h in die Mitose. Auch ein beträchtlicher Anteil an S‐Phase Zellen 
konnte in den jeweiligen Proben detektiert werden. Im Falle der bestrahlten Proben deutet 
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dieses darauf hin, dass der intra S‐Checkpoint bei 1 Gy keine Rolle spielt. Durch diese Ergeb‐
nisse wurden die Erntezeitpunkte der Metaphasen für die unbestrahlten Zellen zwischen 1‐3 
h und für bestrahlte Zellen zwischen 2‐4 h festgelegt, um eine maximale Ausbeute von BrdU‐
positiven wie auch BrdU‐negativen Metaphasen  in derselben Probe  zu erhalten.  Innerhalb 
der bestimmten Zeitpunkte konnten Metaphasen mit unterschiedlichen BrdU‐Mustern ge‐
erntet werden. Die Zellen die kein BrdU enthielten, gehörten ursprünglich der G2‐Phase an, 
da diese Phase zur Mitose zeitlich am nächsten liegt. Die Zellen, die eine sehr geringe Menge 
an BrdU aufgenommen haben, befanden sich mit großer Wahrscheinlichkeit in der späten S‐
Phase. Die Metaphasen dieser Zellen zeigten einen partiellen BrdU‐Einbau, der bevorzugt an 
den großen bis mittleren Chromosomen  lokalisiert war. Die Zellen, die  sich  zum Zeitpunkt 
der BrdU‐Pulsmarkierung in der mittleren S‐Phase befanden, hatten ein breites und flächiges 
BrdU‐Signal, welches sowohl Mikro‐ als auch Makrochromosomen bedeckte (Abb. 4.15).  
Alle  anderen  Zellzyklusphasen  konnten  durch  die  Festlegung  der  Erntezeitpunkte  aus  der 
Analyse ausgeschlossen werden. 
Der Chromosomensatz der DT40 Zellen besteht aus insgesamt 80 Chromosomen, 11 Makro‐
chromosomen,  67 Mikrochromosomen  sowie  ein  Paar Geschlechtschromosomen  ZZ  oder 
ZW (Sonoda et al., 1998). In dieser Arbeit umfasste die Auswertung 11 Makrochromosomen 
und 1 Geschlechtschromosom  in den BrdU‐positiven Metaphasen der aus mittlerer S‐Phase 
stammenden Zellen sowie BrdU‐negativen Metaphasen, die aus der G2‐Phase stammten.  
 
Abb. 4.15: Repräsentative Immunfluoreszenzbilder der Metaphasen der mit BrdU pulsmarkierten WT‐Zellen
Die Metaphasen wurden nach Colcemid‐Methode präpariert und gegen BrdU und mit DAPI gefärbt. Dargestellt 
sind die Metaphasen der unbestrahlten Proben, die zwischen 1 und 3 h gesammelt wurden und der mittleren, 
späten S‐ und G2‐Phase bestrahlten Zellen entstammen.  
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4.6.1 Bedeutung von c‐NHEJ und HR in der mittleren S‐ bzw. G2‐Phase bestrahlten Zellen 
auf der chromosomalen Ebene 
In diesem Abschnitt soll überprüft werden, welche Bedeutung das c‐NHEJ und die HR bei der 
Reparatur auf  chromosomaler Ebene haben. Die Abb. 4.16  veranschaulicht die Ergebnisse 
der  Chromosomenbrüche  in  den  unbestrahlten  und  bestrahlten  Zellen, welche  durch  die 
BrdU‐Markierung als in der S‐Phase oder in der G2‐Phase markierte Zellen identifiziert wer‐
den konnten.  
A.  B. 
 
Abb. 4.16: Chromosomenbrüche, die in den BrdU‐positiven bzw. ‐negativen Metaphasen analysiert wurden
Die exponentiell wachsenden Zellen wurden mit BrdU pulsmarkiert und mit 1 Gy bestrahlt bzw. unbestrahlt 
belassen. Metaphasen der unbestrahlten  Zellen wurden mit Colcemid  zwischen 1‐3 h, die Metaphasen der 
bestrahlten Zellen wurden entsprechend zwischen 2‐4 h gesammelt. A. Aufgetragen ist die Anzahl der sponta‐
nen und B. mit 1 Gy  induzierten Chromosomenbrüche  in WT‐Zellen und Reparaturmutanten. Balken sind die 
Mittelwerte aus 2‐3 unabhängigen Experimenten. Fehlerindikatoren sind die Standardfehler zwischen diesen 
Mittelwerten. 
 
Die Werte  in den unbestrahlten Proben  lagen bei 0,25‐0,56 Brüche/BrdU‐positive und bei 
0,4‐1,2 Brüche/BrdU‐negative Metaphasen  (Abb.  4.16, A). Die Analyse  der BrdU‐positiven 
Metaphasen und damit der  in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen zeigte durchschnitt‐
lich 0,8 Brüche im WT und ca. 0,5 Brüche/Metaphase in der Ku70‐/‐‐Mutante. Dagegen wie‐
sen die BrdU‐positiven Metaphasen der Rad54‐/‐‐Mutante sowie der Doppelmutante einen 
massiven  Reparaturdefekt  von  jeweils  4  unreparierten  Brüchen  pro Metaphase  auf  (Abb. 
4.16, B; BrdU‐pos.). Das bedeutete, dass die in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen nur 
auf die Beteiligung von Rad54 für die Reparatur angewiesen sind. Bei Abwesenheit von Ku70 
war eine marginal verbesserte Reparaturrate im Vergleich zum WT zu beobachten.  
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In den BrdU‐negativen Metaphasen und damit in der G2‐Phase bestrahlten Zellen zeigte der 
WT  0,8 Brüche  pro  analysierte Metaphase.  In  der  Ku70‐/‐‐Mutante wurden  dagegen  ca.  3 
Brüche/Metaphase detektiert. Auch  in der Rad54‐/‐‐Mutante wurde eine erhöhte Anzahl an 
unreparierten Brüchen festgestellt, die bei ca. 3,4 Brüche/Metaphase lag. Die Doppelmutan‐
te wies einen Reparaturdefekt auf. Die Anzahl betrug ca. 4 Brüche/Metaphase (Abb. 4.16, B; 
BrdU‐neg.).  
Im Vergleich zu in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen, die nur HR für die DSB‐Reparatur 
nutzen, konnte für die in der G2‐Phase bestrahlten Zellen gezeigt werden, dass sowohl Ku70 
als  auch  Rad54  für  die  Reparatur  von  Bedeutung  sind.  Somit  wurden  die  γH2AX‐Foci‐
Analysen mit den chromosomalen Studien im Wesentlichen bestätigt.  
4.7 Direkter  Vergleich  zwischen  der  Zellzyklusphasen‐abhängigen  Reparatur  und  der 
entsprechenden Überlebensfähigkeit 
Mithilfe der Synchronisationsmethode mit Nocodazol für 7 h zeigte sich, dass alle Zellzyklus‐
phasen der Ku70‐/‐‐Mutante empfindlicher im Vergleich zum WT auf die Bestrahlung mit 2 Gy 
reagieren.  Eine  im Vergleich  zum WT bessere Reparatur der  in der mittleren  S‐Phase be‐
strahlten Zellen der Ku70‐/‐‐Mutante, die mithilfe der γH2AX‐Foci und Chromosomenbrüche 
gemessen wurde, konnte in diesem Experiment nicht in einer verbesserten Überlebensfähig‐
keit wiedergefunden werden. Besonders anzumerken  ist, dass es  immer noch einen gewis‐
sen Anteil an G2‐Phase Zellen gab, welcher lange Zeit in der G2‐Phase verblieben und nicht 
mehr herausgelaufen  ist. Ein möglicher Grund könnte ein Effekt der  langen  Inkubationszeit 
mit Nocodazol sein, welcher in den G2‐Phase Zellen ein hohes Maß an DSBs erzeugt und so‐
mit zu einem lang anhaltenden Arrest in der G2‐Phase führt. Aufgrund dieser massiven DSB‐
Induktion  in G2‐Phase Zellen durch Nocodazol‐Behandlung konnten keine Reparaturstudien 
durchgeführt werden,  so dass diese Methode  keinen Aufschluss über  einen direkten Ver‐
gleich zwischen Reparatur und der Überlebensfähigkeit gab. Um das Phänomen der Ku70‐/‐‐
Mutante genauer charakterisieren  zu können, wurde nach einer alternativen Methode ge‐
sucht, die keine zusätzlichen DSBs in den Zellen induziert und mit deren Hilfe sowohl Repara‐
tur als auch Überleben im selben Experiment gemessen werden können. 
4.7.1 Etablierung der Synchronisation mit Hilfe der Methode der Elutriation 
Eine weitaus schonendere Methode die Zellen  in einer definierten Zellzyklusphase anzurei‐
chern,  ist die Methode der Elutriation  (Banfalvi, 2008). Dabei werden die Zellen abhängig 
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von ihrer Größe und ihrem spezifischen Sedimentationskoeffizienten, nach Zellzyklusphasen 
in einer Elutriationskammer einer Ultrazentrifuge getrennt, ohne dass negative Auswirkun‐
gen auf die Vitalität und Proliferation der Zellen entstehen. Diese Methode ermöglichte eine 
Messung der Reparatur und der Überlebensfähigkeit  in einem experimentellen Ansatz, um 
einen direkten Vergleich zwischen beiden Prozessen herzustellen. 
Die Experimente mittels Elutriation wurden  in der medizinischen Strahlenbiologie der Uni‐
Klinik Essen im Labor von Herrn Prof. Dr. Iliakis durchgeführt. Im Vergleich zu der Nocodazol‐
basierten Synchronisationsmethode, bei der sich die Zellen am G2/M‐Übergang ansammeln, 
wurden die Zellen mithilfe der Elutriation als ein Gemisch aus der späten S‐ und G2‐Phase 
angereichert. Eine reine G2‐Phase Population war nicht möglich. Der Grund hierfür war eine 
für die späten S‐ und G2‐Phase Zellen ähnliche Größenverteilung der Zelldurchmesser, um 10 
µm.  Um  den  Ablauf  der  Elutriation  zu  kontrollieren,  wurden  auch  andere  Populationen 
elutriiert. Diese wurden  jedoch  für weitere Versuche nicht verwendet.  In der Abb. 4.17  ist 
das Ergebnis einer repräsentativen Elutriation mit WT und mit der Ku70‐/‐‐Mutante als Abfol‐
ge  der  gesammelten  Fraktionen  dargestellt. Die Histogramme  sind  Zellzyklusverteilungen, 
die mittels Durchflusszytometer gemessen wurden. 
 
Abb. 4.17: Fraktionen, die während der Elutriation des WT und der Ku70‐/‐‐Mutante gesammelt wurden
Exponentielle Kultur wurde in die Elutriationskammer eingeführt. Dargestellt sind Fraktionen, die während der 
Elutriation gesammelt wurden; WT (obere Reihe): G1: 2800 rpm, 9,2 µm; G1/frühe S: 2600 rpm, 9,6 µm; mittle‐
re S: 2500 rpm, 9,9µm; späte S: 2400 rpm, 10,4 µm; späte S/G2: 2300 rpm, 10,8µm; Ku70‐/‐‐Mutante (untere 
Reihe): G1: 2800 rpm, 8,9 µm; G1/frühe S: 2600 rpm, 9,2 µm; G1/frühe/mittlere S: 2500 rpm, 9,5µm; mittlere 
S: 2400 rpm, 9,4 µm; späte S: 2300 rpm, 10,2 µm; späte S/G2: 2200 rpm, 10,5µm. Zellzyklusverteilungen der 
angegebenen  Fraktionen  sind  als  Histogramme  in  einem  2D‐Koordinatensystem  dargestellt,  wobei  die  PI‐
Intensität (X‐Achse) gegen die Anzahl der Zellen (Events) (Y‐Achse) aufgetragen ist.  
 
Für die weitere Vorgehensweise wurden Fraktionen der späten S/G2 ausgewählt. Diese Frak‐
tion wurde anschließend wieder  in Kultur genommen.  In einem Vorexperiment wurden die 
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Zellzyklusverteilungen  zu  verschiedenen  Zeitpunkten  nach  der  Elutriation  mittels 
Durchflusszytometer bestimmt. Es zeigte sich ein asynchrones Verhalten der Zellen, was da‐
mit  erklärt  werden  kann,  dass  die  späten  S/G2‐Zellen  nicht  simultan  in  die  Mitose 
progressierten und nicht alle Zellen sich während der Mitose gleichzeitig geteilt haben. Für 
eine Verbesserung der Synchronität der Zellen durch den Zellzyklus hat sich eine Nachsynch‐
ronisierung mit einer niedrigen Dosis Nocodazol von 25 ng/ml für 2 h als geeignet herausge‐
stellt. Es wurde erwartet, dass diese geringe Nocodazol‐Konzentration die Zellen am G2/M‐
Übergang anhält, jedoch die G2‐Phase Zellen nicht mehr schädigt. Die Effizienz der Synchro‐
nisation  wurde  nach  jeder  Elutriation  und  Nachsynchronisation  mit  Nocodazol  mittels 
Durchflusszytometrie überprüft. Die Zellen wurden 20 Min vor Ablauf der  jeweiligen Ernte‐
zeit mit BrdU pulsmarkiert. Nach der Fixierung und Immunfärbung sowie der Gegenfärbung 
mit PI wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die Bestimmung der Anteile der 
jeweiligen Zellzyklusphasen erfolgte am BrdU‐Plot  (hier nicht dargestellt).  In der Abb. 4.18 
wird eine  repräsentative Messung von WT‐Zellen und der Ku70‐/‐‐Mutante nach dem Vor‐
gang der Elutriation und der Nachsynchronisation gezeigt.  
Abb. 4.18: Synchronität der Zellen nach Elutriation in später S/G2 und nach der 2‐stündigen Nachsynchronisa‐
tion mit Nocodazol  
Dargestellt sind die Zellzyklusverteilungen eines repräsentativen Experimentes mit WT (obere Reihe) und mit der 
Ku70‐/‐.‐Mutante  (untere Reihe). Die Zellen wurden  in der  späten S/G2‐Phase mithilfe der Elutriation angerei‐
chert (Material und Methoden). Die Fraktionen der späten S/G2‐Zellen wurden mit 25 ng/ml Nocodazol für 2 h 
am G2/M‐Übergang arretiert. Nach Auswaschen von Nocodazol wurden die Zellen in den Zellzyklus entlassen. 20 
Min  vor Ablauf der  angegebenen  Zeit wurden die  Zellen mit BrdU pulsmarkiert. Nach der  Fixierung und der 
BrdU‐PI‐Färbung wurden  die  Proben  im Durchflusszytometer  FC500  gemessen. Die  Abbildungen  sind Histog‐
ramme in einem 2D‐Koordinatenkreuz. Die PI‐Intensität (X‐Achse) ist gegen die Anzahl der Zellen (Y‐Achse) auf‐
getragen. Die Verteilungen geben den aktuellen Zellzyklusstatus an. 
 
Die  elutriierten  und  nachsynchronisierten  WT‐Zellen  als  auch  die  Zellen  der  Mutante 
zyklieren synchron durch alle Zellzyklusphasen. Eine Stunde nachdem   Nocodazol ausgewa‐
schen wurde, war die Mehrheit der Zellen sowohl im WT als auch in der Ku70‐/‐‐Mutante in 
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G1.  In der  frühen S‐Phase waren die ersten Zellen nach 2 h, die meisten  jedoch nach 3 h. 
Nach 4 h konnte ein geringer Anteil an mittleren S‐Phase Zellen detektiert werden. Die Ma‐
jorität der mittleren S‐Phase wurde nach 5 h beobachtet. Zwischen 6‐7 h wurden die Zellen 
in später S/G2‐Phase detektiert. Nach 8 h haben die beiden Zelllinien den Zellzyklus abge‐
schlossen, was an einem erhöhten Anteil an G1‐Phase Zellen erkennbar war. 
4.7.2 Zellzyklusphasen‐abhängige Messungen  des  Überlebens  und  der  Reparatur  nach 
Synchronisation mit Hilfe der Elutriation  
Nachdem die Synchronisationsmethode mittels Elutriation in den WT‐Zellen und der Ku70‐/‐‐
Mutante etabliert wurde, wurden ausgehend von einer definierten Anzahl an synchronisier‐
ten  Zellen  stundenweise  nach  der  Synchronisation  die Überlebensfähigkeit,  die Reparatur 
und die Zellzyklusverteilung gemessen. Anschließend wurde eine Korrelation zwischen Zell‐
zyklusphasen‐spezifischer Überlebensfähigkeit und der entsprechenden Reparaturkapazität 
in dieser Phase hergestellt.  In der Abbildung 4.19  sind die Überlebensmessung nach 1 Gy 
und das residuale DSB‐Niveau 4 bzw. 24 h nach Bestrahlung mit 1 Gy dargestellt.  
Betrachtet man die Ergebnisse der γH2AX‐Analyse (Abb. 4.19, A), so wird ersichtlich, dass die 
Verhältnisse zwischen WT‐Zellen und der Ku70‐/‐‐Mutante in verschiedenen Zellzyklusphasen 
nach 4 h und auch nach 24 h Reparaturzeit vergleichbar sind.  In allen Zellzyklusphasen bis 
auf die mittlere S‐ (5 h) und die späte S/G2‐Phase (6‐7 h) wies die Ku70‐/‐‐Mutante beträcht‐
liche  Reparaturdefekte  gegenüber  dem WT  auf. Dagegen  hatte  die  Ku70‐/‐‐Mutante  nach 
Bestrahlung  in der mittleren S‐Phase und am Übergang zwischen der späten S und der G2‐
Phase einen Reparaturvorteil. Die Ergebnisse des dazu parallel durchgeführten Überlebens‐
experiments zeigten ein zum Teil von der Reparatur abweichendes Verhalten (Abb. 4.19, B). 
Der Verlauf der Überlebenskurven ähnelt im Wesentlichen dem, der mit Nocodazol‐basierter 
Synchronisationsmethode ermittelt wurde. Es  fällt auf, dass nach der Elutriation, zum Zeit‐
punkt 0 h in der späten S/G2‐Phase, mehr Zellen der Ku70‐/‐‐Mutante als des WT überlebten. 
Die Überlebensrate der Zellen, die für 2 h im Kontakt mit Nocodazol geblieben sind (im Noc.) 
und sich in G2/M befanden, war beim WT höher als bei der Ku70‐/‐‐Mutante. Nach der Nach‐
synchronisation blieb das Überleben des WT relativ unverändert. In der Ku70‐/‐‐Mutante wa‐
ren dagegen gravierende Änderungen zu verzeichnen. Zwischen 1 und 3 h nahm die Überle‐
bensrate der Mutante drastisch ab. Dieses war das Zeitintervall,  in welchem sich die Zellen 
mehrheitlich in der G1‐ und in der frühen S‐Phase aufhielten. Ab dem Zeitpunkt 5 h stieg die 
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Überlebenskurve der Ku70‐/‐‐Mutante bis zum Zeitpunkt 7 h wieder an. Nach 5 h wurde die 
Überlebensfähigkeit der in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen analysiert. Es haben we‐
sentlich weniger Zellen der Mutante im Vergleich zum WT überlebt. Nach 7 h, als die Majori‐
tät der  Zellen  sich  in der  späten  S/G2‐Phase befand,  lag die Überlebensrate der Mutante 
immer noch niedriger als  im WT. Mit dem Beginn des nächsten Zellzyklus nach 8 h änderte 
sich die Überlebensrate nicht mehr. 
 
Abb. 4.19: Vergleich der Zellzyklusphasen‐spezifischen Überlebensfähigkeit mit der entsprechenden Repara‐
tur 4 und 24 h nach IR 
WT und Ku70‐/‐‐Mutante wurden mittels der Elutriation  in  spät S/G2 angereichert. Anschließend wurden die 
späten S/G2‐Zellen in G2/M mit 25 ng/ml Nocodazol nachsynchronisiert. Nach dem Auswaschen von Nocodazol 
wurden die Zellen in den Zellzyklus entlassen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden entsprechende Proben 
aufgearbeitet. Für die γH2AX‐Analyse wurden die Zellen für die Zeitpunkte 4 und 24 h sowie in bestrahlte (1Gy) 
und unbestrahlte (0Gy) Proben aufgeteilt. Für die Überlebensmessung wurde eine definierte Anzahl der Zellen 
ausgesät und mit 1Gy bestrahlt oder unbestrahlt belassen. A. oben: Auftragung der γH2AX‐Foci gegen die Zeit 
nach der Nachsynchronisation und 4 h unten: 24 h nach Bestrahlung mit 1 Gy. B. Die Zellzyklusphasen‐abh. 
Überlebensfähigkeit der WT und der Ku70‐/‐‐Zellen nach 1 Gy; K: Überlebensfähigkeit der exponentiellen Zellen; 
0h: Proben direkt nach der Elutriation;  in Noc.=Probe, die 2 h mit Nocodazol  inkubiert wurde. Foci‐Werte der 
dazugehörigen unbestrahlten Proben  im WT bewegten sich  im Bereich von 1,8±0,3 bis 7,1±1,7  (4 h) und 3,5 
±1,4 bis 5,5±1,8  (24 h). Bei der Ku70‐/‐‐Mutante bewegten  sich die Kontrollwerte  im Bereich von 4,8±1,6 bis 
8±0,6  (4 h) und 5±1,5 bis 6,8±0,8  (24 h). Die Kontrollwerte wurden  von den nach Bestrahlung gemessenen 
Werten abgezogen. Die Balken sind Mittelwerte aus 2 unabh. Experimenten. Fehlerindikatoren repräsentieren 
die Standardfehler zwischen diesen Experimenten. 
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Als Zusammenfassung kann an dieser Stelle festgehalten werden, dass in den Zellzykluspha‐
sen, G1 und  frühe  S‐Phase die Reparaturkinetik mit der Überlebensfähigkeit  korreliert.  In 
diesen Zellzyklusphasen hat ein Reparaturdefekt der Ku70‐/‐‐Mutante eine schlechte Überle‐
bensfähigkeit zur Folge. Für die Zellzyklusphasen der mittleren S und späten S/G2‐Phase  ist 
eine  Antikorrelation  zu  erkennen. Die  Zellen  der  Ku70‐/‐‐Mutante,  die  in  der mittleren  S‐
Phase bestrahlt wurden,  zeigten eine  schlechtere Überlebensfähigkeit als der WT, obwohl 
sie bis zu 24 h nach Bestrahlung ein im Vergleich zum WT besseres Reparaturverhalten auf‐
wiesen.  Dagegen  zeigten  die  Ku70‐/‐‐Zellen, welche  direkt  nach  Elutriation  in  der  späten 
S/G2‐Phase  bestrahlt wurden,  trotz  des  ausgeprägten  Reparaturdefektes  eine  gegenüber 
zum WT verbesserte Überlebensfähigkeit. 
4.8 Funktionen von Artemis während der DSB‐Reparatur 
Artemis  ist eine Nuclease, welche sich  im Säugetiersystem an der Reparatur der strahlenin‐
duzierten DSBs beteiligt. Für die DT40‐Zellen  ist die Zellzyklusphasen‐abhängige Beteiligung 
von Artemis in der DSB‐Reparatur nur wenig beschrieben. Die in dieser Arbeit durchgeführ‐
ten Untersuchungen mithilfe von Artemis‐Mutanten geben die ersten Einblicke über Artemis 
als Reparaturfaktor im DT40‐Zellsystem.  
4.8.1 Überlebensexperimente mit exponentiell wachsenden Artemis‐Mutanten 
Aus den Ergebnissen  im  Säugerzellsystem  ist bekannt, dass das Protein Artemis eine  sehr 
wichtige Rolle in der Strahlenantwort hat. Die Zellen, die Mutationen im artemis‐Gen tragen 
oder  Artemis‐defizient  sind,  sind  gegenüber  ionisierender  Strahlung moderat  empfindlich 
(Wang et al., 2005b). Die primäre Funktion von Artemis wird bei der Ausführung der V(D)J‐
Rekombination zugeordnet. Da das c‐NHEJ die dabei entstandenen DSBs repariert, gilt dieses 
Protein als c‐NHEJ‐Faktor (Moshous D. et al., 2001). Eine weitere Studie beschreibt ebenso 
die Rolle  von Artemis während  der HR  (Beucher  et  al.,  2009).  Im DT40‐Zellsystem  ist  die 
Funktion von Artemis wenig untersucht. Es gibt Hinweise, dass die Artemis‐defizienten Zel‐
len eine moderate Strahlenempfindlichkeit aufweisen (Iwabuchi et al., 2006). Des Weiteren 
wurde  eine  Dreifach‐Mutante  SNM1  beschrieben,  bei  der  die  Komponenten  A,  B  und  C 
deletiert wurden.  Die  Komponenten  A  und  B  sind  vor  allem  bei  der  ICL‐Reparatur  (inter 
strand cross link repair) beteiligt, während die Komponente C (auch Artemis genannt) in die 
Reparatur strahleninduzierter Schäden  involviert  ist  (Ishiai et al., 2004). Diese Erkenntnisse 
sollten  nun  in  dieser Arbeit  zunächst  im Überlebensexperiment  überprüft  und  später mit 
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Reparaturstudien  verglichen  werden.  Hierfür  wurden  exponentiell  wachsende  Zellen  des 
WT,  der  Art‐/‐‐,  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐,  Ku70‐/‐/Art‐/‐‐  sowie  Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutanten  hinsichtlich 
ihrer klonogenen Überlebensfähigkeit untersucht. In der Abb. 4.20 sind die Überlebensfrak‐
tionen  (ÜF) halb‐logarithmisch gegen die Bestrahlungsdosis aufgetragen. Es zeigt sich, dass 
alle untersuchten Artemis‐Mutanten eine  schlechtere Überlebensfähigkeit als der WT auf‐
weisen. Dabei stellt die SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Dreifachmutante die strahlenempfindlichste Zelllinie 
dar. Die Überlebenskurve  der  Art‐/‐‐Einzelmutante  verläuft  oberhalb  der Überlebenskurve 
der Artemis‐Doppelmutanten, bei denen neben Artemis Ku70 bzw. Rad54 fehlt.  
 
Abb. 4.20: Überlebensmessung der exponentiell wachsenden Artemis‐Mutanten zusammen mit dem der c‐
NHEJ‐ und der HR‐Mutanten 
Asynchron  wachsende  Zellen  des  WT,  der  Art‐/‐‐,  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐,  Ku70‐/‐/Art‐/‐‐  sowie  der  Rad54‐/‐/Art‐/‐‐
Mutanten wurden  in einer definierten Anzahl  im Agarose‐haltigen Kulturmedium ausgesät und mit 2, 3, 4, 6 
und 10 Gy bestrahlt. Die  Inkubationsdauer betrug 7‐10 Tage bis  sich  erkennbare Kolonien  gebildet haben. 
Diese wurden quantifiziert. Daraus wurden anschließend PE‐ sowie ÜF‐Werte berechnet. Die Überlebenskur‐
ven der Ku70‐/‐ und der Rad54‐/‐‐Mutanten wurden ebenfalls eingetragen. Die Fehlerindikatoren sind Standard‐
fehler aus mind. 3 unabhängigen Experimenten. 
Um  die  Funktion  von  Artemis  noch  genauer  zu  beschreiben  und  in  den  Kontext mit  den               
c‐NHEJ‐  und HR‐Reparaturwegen  einzubeziehen, wurden  die Überlebenskurven  der  expo‐
nentiell wachsenden  Zelllinien  von Ku70‐/‐ und Rad54‐/‐  in den Graphen Abb.  4.20  zusam‐
mengetragen.  Die  Überlebenskurve  der  Rad54‐/‐/Art‐/‐  (Abb.  4.20,  orange  Kurve)  verläuft 
deutlich oberhalb der Überlebenskurve von Rad54‐/‐‐Zellen  (Abb.4.20, blaue Kurve). Dieser 
Effekt  wird  bei  der  Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutante  nicht  beobachtet.  Die  Zellen  der  Ku70‐/‐/Art‐/‐‐
Mutante sind auf dem gesamten untersuchten Dosisbereich strahlenempfindlich (Abb. 4.20, 
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braune  Kurve).  Das  biphasische  Verhalten  der  Ku70‐/‐‐Einzelmutante  (Abb.  4.20,  dunkel‐
gelbe Kurve) konnte in dieser Doppelmutante nicht mehr detektiert werden. Zusammenfas‐
send  bewirkt  das  Fehlen  von  Artemis  eine  deutliche  Verbesserung  im  Überleben,  wenn 
Rad54  fehlt.  Es  wurde  nur  eine  partielle  Verbesserung  der  Überlebensfähigkeit  in  der           
Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutante erreicht  (bis 4 Gy).  Für die Klärung der  Fragen, ob es einen  Zusam‐
menhang zwischen Reparatur und Überlebensfähigkeit gibt und, um welchen Reparaturweg 
es sich hier handeln könnte, wurden Zellzyklusphasen‐abhängige Reparaturstudien auf der 
Ebene der γH2AX‐Foci und der Chromosomen durchgeführt. 
4.8.2 Zellzyklusphasen‐abhängige γH2AX‐Foci Analysen in den Artemis‐Mutanten 
Im nächsten Schritt sollten  γH2AX‐Foci‐Analysen durchgeführt werden, welche das Protein 
Artemis in die Zellzyklusphase‐abhängige DSB‐Reparatur einordnen. Des Weiteren sollten die 
ersten Erkenntnisse über das Wechselspiel unter Einbeziehung des Proteins Artemis  in die 
klassischen Reparaturwege c‐NHEJ und HR gewonnen werden. 
4.8.3 Analyse  der  DSB‐Reparatur  in  der  G1‐  und  der  G2‐Phase  bestrahlten  Artemis‐
Mutanten 
In der Abb. 4.21 ist die EdU‐basierte Analyse der in der G1‐Phase bestrahlten Zellen der Ar‐
temis‐Mutanten  sowie  der  c‐NHEJ‐  und  HR‐Mutante  im  Vergleich  zu  WT‐Zellen  unter 
Nocodazol‐Bedingungen dargestellt. Die  γH2AX‐Foci‐Analyse ergab, dass  alle untersuchten 
Artemis‐Mutanten einen Reparaturdefekt nach Bestrahlung in der G1‐Phase aufweisen. Die‐
ser Reparaturdefekt bildet sich bereits nach der ersten Stunde aus und ist nach 4 h bei allen 
Zelllinien vergleichbar. Nach 4 h Reparaturzeit hat der WT 87% der  induzierten DSBs repa‐
riert  (Abb.  4.21,  schwarze  Balken).  Die  Artemis‐Einzelmutante weist  zu  diesem  Zeitpunkt 
immer  noch  49%  der  unreparierten  DSBs  auf  (Abb.  4.21,  violette  Balken).  Die  Dreifach‐
mutante, SNM1A/B/C‐/‐/‐, hat einen mit der Art‐/‐‐Mutante vergleichbaren Wert an residualen 
Schäden,  der  bei  ca.  45%  liegt  (Abb.4.21,  rote  Balken).  Die  Artemis‐Doppelmutanten             
Ku70‐/‐/Art‐/‐  sowie  Rad54‐/‐/Art‐/‐  weisen  39‐40%  der  induzierten  DSBs  auf,  die  noch 
unrepariert verblieben sind (Abb. 4.21, braune und orange Balken). Dies ist der erste Hinweis 
darauf,  dass  Artemis  bei  der  Reparatur  der  in  der G1‐Phase  strahleninduzierten DSBs  im 
DT40‐Zellsystem beteiligt  ist. Das überraschende Ergebnis  ist hier die Reparatur der Ku70‐/‐
/Art‐/‐‐Mutante.  In dieser Zelllinie tritt der Reparaturdefekt der Ku70‐/‐‐Mutante nicht mehr 
auf. Vielmehr weisen die Zellen der Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutante eine mit Art‐/‐ vergleichbare An‐
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zahl an unreparierten DSBs auf. Die Ku70‐/‐‐Mutante scheint von der Abwesenheit von Arte‐
mis  während  der  Reparatur  zu  profitieren.  Die Wegnahme  von  Artemis  in  der  Rad54‐/‐‐
Mutante führt erst nach 4 h zu einem Artemis‐spezifischen Reparaturdefekt. 
 
Abb. 4.21: Analyse der DSB‐Reparatur in G1 bestrahlten WT‐ und Artemis‐defizienten Zellen zusammen mit 
der c‐NHEJ und der HR‐Mutante  
Die exponentiell wachsenden Zellen wurden mit EdU pulsmarkiert. Nach der Pulsmarkierung wurden sie mit 
100 ng/ml Nocodazol versetzt. Anschließend wurden die Zellen bestrahlt bzw. unbestrahlt belassen. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurden bestrahlte und unbestrahlte Proben fixiert und gegen γH2AX/EdU und mit 
DAPI  gefärbt. Die Präparate wurden eingescannt, und die Analyse erfolgte  in den EdU‐negativen G1‐Phase 
Zellen. Aufgetragen ist die Anzahl der induzierten γH2AX‐Foci gegen die Zeit nach Bestrahlung. Die Balken sind 
Mittelwerte  der  mind.  3  durchgeführten  Experimente  beim  WT  und  bei  der  Art‐/‐‐Mutante.  Bei  den 
SNM1A/B/C‐/‐/‐, Ku70‐/‐/Art‐/‐, Ku70‐/‐, Rad54‐/‐ sowie Rad54‐/‐/Art‐/‐  ist  jeweils nur ein Experiment gezeigt. Die 
Fehlerindikatoren sind die Standardfehler zwischen den Mittelwerten. Die über die Zeit gemittelten Kontroll‐
werte betragen  im WT: 1±0,2;  in der Art‐/‐  ‐Mutante: 1,1±0,1,  in der SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Mutante: 1,6±0,4;  in der 
Ku70‐/‐‐Mutante: 1,9±0,3; in der Ku70‐/‐/Art‐/‐: 1,7±0,3 in der Rad54‐/‐‐Mutante: 1,2± 0,01; in der Rad54‐/‐/Art‐/‐‐
Mutante: 1,3±0,3.  
 
Um den Beitrag  von Artemis  zur DSB‐Reparatur nach Bestrahlung  in der G2‐Phase  zu be‐
stimmen, wurden  entsprechende  γH2AX‐Kinetiken der  in der G2‐Phase bestrahlten  Zellen 
erstellt  (Abb. 4.22). Am Verlauf der Kinetik vom WT und der Artemis‐Einzelmutante  findet 
man bis 2 h noch keine auffälligen Unterschiede. Erst 4 h nach Bestrahlung  ist eine signifi‐
kante Erhöhung der Foci‐Zahl in der Artemis‐Mutante zu verzeichnen. In der SNM1A/B/C‐/‐/‐‐
Mutante bildet sich bereits in den ersten Stunden ein Reparaturdefekt aus, welcher bis nach 
4 h bestehen bleibt und höher liegt als der der Artemis (SNM1C)‐Einzelmutante. Die Anzahl 
der γH2AX‐Foci der Ku70‐/‐/Art‐/‐‐ sowie Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutanten liegen deutlich niedriger als 
beim WT. Dieser Effekt ist bereits nach 2 h detektierbar und verbleibt bis zum Zeitpunkt 4 h 
nach Bestrahlung.  
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Zusammenfassend  lässt sich  festhalten, dass Artemis  für die Reparatur der  in G2 strahlen‐
induzierten DSBs benötigt wird. Die SNM1A und B sind ebenfalls daran beteiligt. Die Repara‐
turdefekte der Ku70‐/‐‐ und Rad54‐/‐‐Einzelmutanten werden auch  in dieser Zellzyklusphase 
nach Artemis‐Deletion aufgehoben. 
 
Abb. 4.22: Analyse der DSB‐Reparatur in G2 bestrahlten WT‐ und Artemis‐defizienten Zellen zusammen mit 
der c‐NHEJ‐ und der HR‐Mutante  
Die exponentiell wachsenden Zellen wurden mit EdU pulsmarkiert. Anschließend wurden die Zellen bestrahlt 
bzw.  unbestrahlt  belassen.  Zu  den  angegebenen  Zeitpunkten wurden  bestrahlte  und  unbestrahlte  Proben 
fixiert und  gegen  γH2AX/EdU  sowie mit DAPI  gefärbt. Die Präparate wurden  eingescannt, und die Analyse 
erfolgte  in den EdU‐negativen G2‐Phase Zellen. Aufgetragen  ist die Anzahl der  induzierten γH2AX‐Foci gegen 
die  Zeit nach Bestrahlung. Die Balken  sind Mittelwerte der mind. 3 durchgeführten  Experimente beim WT 
sowie  bei  der Art‐/‐‐,  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐,  c‐NHEJ‐  und HR‐Mutante.  Bei  den  Ku70‐/‐/Art‐/‐  und  Rad54‐/‐/Art‐/‐  ist 
jeweils nur ein Experiment gezeigt. Die Fehlerindikatoren sind die Standardfehler zwischen den Mittelwerten. 
Die über die  Zeit  gemittelten  Kontrollwerte betragen  im WT:  3±0,5;  in der Art‐/‐  ‐Mutante: 3,1±0,2;  in der 
SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Mutante: 5,5±0,7;  in der Ku70‐/‐‐Mutante: 6,3±2,2;  in der Ku70‐/‐/Art‐/‐: 4±0,4  in der Rad54‐/‐‐
Mutante: 6,5±1,9; in der Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutante: 3,6±0,3.  
 
4.8.4 Analyse  der DSB‐Reparatur  in  den Artemis‐Mutanten  nach  Bestrahlung  in  der  S‐
Phase 
Um den Beitrag von Artemis  in der S‐Phase zu bestimmen, wurden analog zu den vorange‐
gangenen Reparaturstudien mit  den HR‐  bzw.  c‐NHEJ‐Mutanten  (Kap.  4.5)  entsprechende 
Analysen mit Artemis‐Mutanten durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen mit EdU pulsmar‐
kiert und mit 1 Gy bestrahlt. Die Abbildung 4.23 veranschaulicht die Ergebnisse der γH2AX‐
Foci‐Analyse der als frühe, mittlere und späte S‐Phase  identifizierten Artemis‐Mutanten zu‐
sammen mit c‐NHEJ‐ und HR‐defizienten Zellen im Vergleich zum WT ohne Bestrahlung (Abb. 
4.23, A) und nach IR mit 1 Gy (Abb. 4.23, B.).  
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Aus den Studien mit HR‐ und c‐NHEJ‐Mutanten ist bekannt, dass die γH2AX‐Kinetiken der in 
der frühen und mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen in mehreren Phasen verlaufen. Ein sol‐
cher Verlauf beinhaltet eine Ausbildungsphase, die von einer Reparaturphase abgelöst wird. 
Das Auftreten einer Ausbildungsphase hängt mit der Entstehung sekundärer DSBs im Verlauf 
der Replikation zusammen. Für die in der späten S‐Phase bestrahlten Zellen ist nur eine Re‐
paraturphase zu beobachten. 
So  verlaufen  γH2AX‐Kinetiken  der  in  der  frühen  S‐Phase  bestrahlten  Zellen  der             
SNM1A/B/C‐/‐/‐‐  und  Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutanten  in  vier  Phasen  (Abb.  4.23,  B;  obere  Teilabbil‐
dung, rote und braune Balken). In der ersten Phase zwischen 0,25 und 1 h steigt die Anzahl 
der Foci an. Die zweite Phase  liegt zwischen 1 und 2 h. Dort  findet der Abfall statt.  In der 
dritten Phase, zwischen 2 und 4 h steigt die Anzahl der DSBs wieder an. Schließlich kommt es 
zu einer Verringerung der Foci‐Zahl  zwischen 4 und 6 h.  In den  in der  frühen S‐Phase be‐
strahlten Zellen der Art‐/‐‐ und Rad54‐/‐/Art‐/‐  ‐Mutanten findet die Reparatur bereits ab der 
ersten Phase (0,25‐1 h) statt. Auch im Vergleich zum WT kommen im Verlauf der Kinetik die‐
ser Mutanten  keine  zusätzlichen  γH2AX‐Foci hinzu  (Abb.  4.23; B, obere  Teilabbildung,  lila 
und  orange Balken). Vergleicht man  Foci‐Werte  aller  untersuchten  Zelllinien  nach  6  h,  so 
findet sich eine Artemis‐Abhängigkeit bei der Reparatur strahleninduzierter DSBs in der frü‐
hen S‐Phase bestrahlten Zellen. Die Komponenten A und B  in der SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Mutante 
erhöhen den Reparaturdefekt  von Artemis, was darauf hindeutet, dass A‐ und B‐Proteine 
nicht nur die Rolle  in der Reparatur von  Inter‐Strand Crosslinks teilhaben, sondern auch an 
der DSB‐Reparatur nach IR beteiligt sind.  
Die  γH2AX‐Kinetiken  der  in  der mittleren  S‐Phase  bestrahlten  Zellen  verlaufen  in  einem 
biphasischen Verhalten. Die Ausbildungsphase der  induzierten γH2AX‐Foci  ist hier zwischen 
0,25 und 1 h deutlich anzutreffen und  findet  in allen Zelllinien statt  (Abb. 4.23, B; mittlere 
Teilabbildung, 0,25‐1 h).  In der Artemis‐Einzelmutante  ist dieser  initialer Anstieg relativ ge‐
ring  (Abb. 4.23, B; mittlere Teilabbildung 0,25‐1 h,  lila Balken). An eine Ausbildungsphase 
schließt eine Reparaturphase an, die für die in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen nach 
6 h abgeschlossen ist. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die zu Anfang der Analyse als mitt‐
lere S‐Phase markierte Zellen in der späten S/G2‐Phase. Dort weisen alle Artemis‐Mutanten 
weniger γH2AX‐Foci als der WT auf. 
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A.  B. 
Abb. 4.23: Analyse der DSB‐Reparatur  in S bestrahlten WT‐ und Artemis‐defizienten Zelllinien  zusammen 
mit der c‐NHEJ‐ und der HR‐Mutante 
Die exponentiell wachsenden Zellen wurden mit EdU pulsmarkiert. Anschließend wurden die Zellen bestrahlt 
bzw.  unbestrahlt  belassen.  Zu  den  angegebenen  Zeitpunkten wurden  bestrahlte  und  unbestrahlte  Proben 
fixiert und gegen γH2AX/EdU und mit DAPI gefärbt. Die Präparate wurden eingescannt, und die Analyse erfolg‐
te in den EdU‐positiven Zellen mit dem für die jeweilige Untergruppe der S‐Phase charakteristischen Mustern. 
A. Aufgetragen  ist die Anzahl der  in der S‐Phase spontan auftretenden γH2AX‐Foci gegen die Zeit. B. Auftra‐
gung der nach 1 Gy  induzierten  γH2AX‐Foci nach Abzug der Kontrollwerte. Die Balken sind Mittelwerte der 
mind. 3 durchgeführten Experimente bei WT sowie bei der Art‐/‐‐, c‐NHEJ‐, HR‐ und SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Mutante. 
Bei den Ku70‐/‐/Art‐/‐ und Rad54‐/‐/Art‐/‐ ist nur ein Experiment gezeigt. Die Fehlerindikatoren sind die Standard‐
fehler zwischen diesen Mittelwerten.  
 
Die in der späten S‐Phase bestrahlten Zellen haben die Replikation nahezu abgeschlossen. Es 
gibt kaum sekundäre, Replikation‐assoziierte DSBs  in dieser Phase, so dass die Zellen nach 
Bestrahlung direkt mit der Reparatur beginnen.  Im Vergleich zum WT kommt es zu den er‐
höhten  Foci‐Zahlen  in den  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐ und Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutanten nach 1 h, die dann 
nur bei SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Zellen nach 2 h sich an das Niveau des WTs angleichen und nach 4 h 
wieder eine Erhöhung zeigen. Die Artemis‐Abhängigkeit kann erst nach 4 h detektiert wer‐
den.  In den Zellen der Ku70‐/‐/Art‐/‐‐ bzw. Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutanten  findet die Reparatur  im 
Vergleich zum WT schneller statt (Abb. 4.23, B; untere Teilabbildung). 
Für die Einordnung von Artemis während der S‐Phase  in die bereits untersuchten Repara‐
turwege  c‐NHEJ und HR  konnte  an den Reparaturkinetiken der Ku70‐/‐‐ bzw. der Rad54‐/‐‐
Einzelmutanten und den entsprechenden Ku70‐/‐/Art‐/‐‐ und Rad54‐/‐/ Art‐/‐‐Doppelmutanten 
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abgelesen werden, dass in der frühen S‐Phase bestrahlten Zellen die Abwesenheit von Arte‐
mis in den Ku70‐/‐ und Rad54‐/‐‐Zellen ihre Reparaturdefekte aufhebt. Die Anzahl der Foci in 
der Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutante  sinkt  auf das  Foci‐Niveau des WT  ab und diejenige der Rad54‐/‐
/Art‐/‐‐Mutanten sogar unterhalb dieses Niveaus. In der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen 
hat die Abwesenheit von Artemis im Ku70‐defizienten Hintergrund keinen weiteren Einfluss 
auf die Reparaturkinetik, dagegen  geht der Reparaturdefekt der Rad54‐Mutante  stark  zu‐
rück, wenn Artemis deletiert wird. Auch  in der späten S‐Phase bestrahlten Zellen hebt die 
Abwesenheit  von  Artemis  die  Reparaturdefekte  der  Rad54‐/‐‐  und  Ku70‐/‐‐Einzelmutanten 
auf.  
Als vorläufige Zusammenfassung für die Funktion des Proteins Artemis allein und kombiniert 
mit  anderen Proteinen des  c‐NHEJ  sowie der HR bei der DSB‐Reparatur durch den DT40‐
Zellzyklus  ist, dass die Reparatur  in der G1‐Phase eine Artemis‐Abhängigkeit aufzeigt. Nach 
Bestrahlung in der frühen S‐Phase nimmt die Wichtigkeit von Artemis ab, bis hin zur mittle‐
ren S‐Phase, wo die Reparatur komplett Artemis‐unabhängig abläuft.  In der späten S‐ und 
G2‐Phase  bestrahlten  Zellen  wird  Artemis  wieder  gebraucht.  Die  SNM1  A‐  und  B‐
Komponenten  tragen  zur DSB‐Reparatur während der G1‐,  frühen,  späten  S‐ und der G2‐
Phasen bei. Die in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen scheinen SNM1 A und B nicht zu 
benötigen. Die Abwesenheit von Artemis  in Kombination mit dem c‐NHEJ‐Faktor Ku70 bzw. 
mit dem HR‐Faktor Rad54 scheint in allen Zellzyklusphasen die DSB‐Reparatur zu verbessern. 
Die Ausnahme stellt hier die G1‐Phase dar. Dort zeigt die Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutante einen Ar‐
temis‐spezifischen Reparaturdefekt auf. 
4.8.5 Zellzyklusphasen‐abhängige chromosomale Studien in den Artemis‐Mutanten nach 
Bestrahlung mit 1 Gy  
Für  die  chromosomalen  Studien  der  Artemis‐Mutanten wurde  ein  BrdU‐basierter  Ansatz 
genutzt (Kap. 4.6). Die mit Colcemid gesammelten Metaphasen der Zellen, die in der mittle‐
ren  S‐Phase  bestrahlt wurden,  konnten  so  von  den Metaphasen  der  in  der G2‐Phase  be‐
strahlten Zellen unterschieden werden. Die Anzahl der spontanen und mit 1 Gy  induzierten 
Chromosomenbrüche  in  den  BrdU‐positiven  und  ‐negativen Metaphasen  sind  in  der Abb. 
4.24 dargestellt. 
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Abb. 4.24: Chromosomenbrüche der Artemis‐defizienten Zelllinien zusammen mit c‐NHEJ und HR‐Mutanten
Die exponentiell wachsenden Zellen wurden mit BrdU pulsmarkiert und mit 1 Gy bestrahlt bzw. unbestrahlt 
belassen. Metaphasen der unbestrahlten Zellen wurden mit Colcemid zwischen 1‐3 h gesammelt, die Metapha‐
sen der bestrahlten Zellen wurden entsprechend zwischen 2‐4h gesammelt. A. Aufgetragen  ist die Anzahl der 
spontanen und B. mit 1 Gy induzierten Chromosomenbrüche in WT‐Zellen und Reparaturmutanten. Balken sind 
die Mittelwerte aus 2‐3 unabhängigen Experimenten. Fehlerindikatoren sind die Standardfehler zwischen die‐
sen Mittelwerten.  
 
Die  Anzahl  der  induzierten  Chromosomenbrüche  in  den  BrdU‐positiven Metaphasen  der 
Artemis‐Einzelmutante  liegt niedriger als  im WT. Eine ähnliche Beobachtung wurde  für die 
BrdU‐positiven  Metaphasen  der  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐,  Ku70‐/‐/Art‐/‐‐  sowie  Rad54‐/‐/Art‐/‐‐
Mutanten gemacht (Abb. 4.24, BrdU‐pos.).   
Die Anzahl der  induzierten Brüche  in den BrdU‐negativen Metaphasen des WT  zeigten ca. 
0,3 Brüche. In der Artemis‐Mutante dagegen wurde eine ca. 4‐fache, in der SNM1A/B/C‐/‐/‐‐
Mutante  ca.  6‐fache  Erhöhung  induzierter  Chromosomenbrüche  detektiert.  In  der                       
Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutante wurde eine mit WT vergleichbare Anzahl an  induzierten Brüchen ge‐
zählt, wohingegen in Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutante eine signifikante Erhöhung der Bruchzahl detek‐
tiert  werden  konnte  (Abb.  4.24,  BrdU‐neg.).  Die  Aufhebung  der  Reparaturdefekte  der            
Ku70‐/‐‐  und  Rad54‐/‐‐Einzelmutanten wurde  auch  in  diesem  experimentellen  Ansatz  beo‐
bachtet, was die γH2AX‐Foci‐Analysen der in der mittleren S‐ und G2‐Phase bestrahlten Zel‐
len bestätigt. 
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5 Diskussion 
5.1 Charakterisierung der klassischen Reparaturwege im DT40‐Zellsystem 
Als Ausgangspunkt  für die vorliegenden Untersuchungen zur Charakterisierung von c‐NHEJ 
und HR  im DT40‐Zellsystem diente die Studie von Takata et al., 1998, anhand welcher die 
ersten Erkenntnisse über diese klassischen Reparaturwege  in diesem Zellsystem gewonnen 
wurden. Anhand von Untersuchungen zur Überlebensfähigkeit nach ionisierender Strahlung 
mit exponentiell wachsenden Zellen wurde auch in dieser Arbeit gezeigt, dass die Doppelmu‐
tante, der die Proteine Ku70 und Rad54 fehlen, die niedrigste Überlebensrate aufweist. Die 
Einzelmutante mit  fehlendem  Rad54‐Protein  zeigt  eine moderate  Strahlenempfindlichkeit 
auf. In der Ku70‐/‐‐Einzelmutante trat dagegen ein biphasisches Überlebensverhalten hervor 
(Abb. 4.1). Anhand der Ergebnisse der Doppelmutante wird deutlich demonstriert, dass HR 
und c‐NHEJ wichtige Reparaturmechanismen darstellen und dass deren  intakte Aktivität für 
das Zellüberleben essentiell  ist. Wenn beide Reparaturwege  fehlen, kommt es zu einer sy‐
nergistischen Verschlechterung der Überlebensfähigkeit,  im Vergleich  zu der Abwesenheit 
von HR bzw. c‐NHEJ allein (Sonoda et al., 2006).  
Die  Sensitivität  der Rad54‐/‐‐Mutante  gegenüber  der  Strahlung  ist  nicht  nur  für  die DT40‐
Zellen beschrieben. In den Studien mit embryonalen Stammzellen der Maus (ES‐Mauszellen) 
und menschlichen Nalm6‐Lymphozyten wurden Rad54‐/‐‐defiziente Zellen ebenfalls als strah‐
lenempfindlich charakterisiert (Bezzubova et al., 1997; Wesoly et al., 2006; Kurosawa et al., 
2013). Das Rad54  ist ein Motorprotein mit einer ATP‐abhängigen Helikase‐Aktivität und hat 
eine unterstützende Funktion während der Homologiesuche  in der HR. Es verhilft unter an‐
derem dem Rad51‐Nucleofilament bei der Ausbildung von D‐Loop‐Strukturen.  Im Vergleich 
zu Rad51, welches eine essentielle Funktion in der HR ausübt, spielt Rad54 dort eine weniger 
bedeutende Rolle. Während Rad51‐defiziente Zellen nach IR Chromosomenbrüche akkumu‐
lieren und  schließlich absterben,  sind Rad54‐defiziente Zellen weniger  strahlenempfindlich 
(Bezzubova et al., 1997; Essers et al., 1997; Sonoda et al., 1998;). Dieses könnte damit erklärt 
werden, dass  in Zellen Rad54 Homologe vorhanden sind, welche die fehlende Funktion von 
Rad54 ersetzen können (Bezzubova et al., 1997).  
Das  beobachtete  biphasische  Verhalten  der  Ku70‐/‐‐Mutante  kann  damit  erklärt  werden, 
dass es sich um zwei Subpopulationen handelt, die zu diesem differentiellen Überleben bei‐
tragen.  Bei  der  sensitiven  Subpopulation  handelt  es  sich  um  die  Zellzyklusphasen,  deren 
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Überlebensfähigkeit sehr stark von der c‐NHEJ‐Aktivität abhängt. Dagegen repräsentiert die 
resistente Subpopulation diejenigen Zellzyklusphasen, die von der Abwesenheit des c‐NHEJ 
profitieren und aus diesem Grund eine höhere Überlebensrate als der WT aufweisen. In der 
Studie von Takata et al., 1998 wurden diese Daten so interpretiert, dass die sensitive Subpo‐
pulation der Ku70‐/‐‐Mutante der G1/frühen S‐Phase, während die resistente Subpopulation 
der späten S/G2‐Phase angehört. Einen möglichen Erklärungsansatz lieferten die Ergebnisse 
der Messung  der  Zellzyklusphasen‐abhängigen Überlebensfähigkeit  (Abb.  4.2). Dort  zeigte 
sich, dass die Zellen der Ku70‐/‐‐Mutante, die in der G1‐ bzw. in der frühen S‐Phase bestrahlt 
wurden, eine deutlich niedrigere Überlebensrate  im Vergleich zum WT aufwiesen. Dagegen 
zeigte sich bei den Zellen der Ku70‐/‐‐Mutante, die  in der späten S/G2‐Phase bestrahlt wur‐
den, eine Verbesserung  in der Überlebensfähigkeit gegenüber der frühen S‐ und G1‐Phase. 
Die  in der späten S/G2 bestrahlte Subpopulation der Ku70‐/‐‐Mutante blieb  jedoch,  im Ver‐
gleich zum WT, strahlenempfindlich. Es wurde im Rahmen der Studie von Takata et al., 1998 
und  in dieser Arbeit angenommen, dass die Reparatur  in der c‐NHEJ‐Mutante während der 
späten S‐ und der G2‐Phase über HR abläuft. Eine schlechte Überlebensfähigkeit der Ku70‐/‐‐
Mutante nach Bestrahlung  in der G1‐ und  in der frühen S‐Phase, wurde damit erklärt, dass 
während der G1‐ und der frühen S‐Phase noch keine homologen Schwesterchromatiden zur 
Verfügung stehen. Aus diesem Grund kann in diesen Zellzyklusphasen keine HR ablaufen. In 
der  späten S/G2‐Phase dagegen  sind homologe Schwesterchromatiden bereits vorhanden, 
so dass die HR genutzt werden kann. Daher trägt die HR zum Anstieg der Überlebensrate in 
der Ku70‐/‐‐Mutante bei. Um die mithilfe von Überlebensstudien beobachteten Effekte ge‐
nauer zu charakterisieren, wurden  im ersten Teil dieser Arbeit weitere strahlenbiologische 
Methoden am DT40‐Zellsystem etabliert, welche es ermöglichen Zellzyklusphase‐abhängige 
γH2AX‐Foci‐ und chromosomale Analysen  in diesen Zellen zu untersuchen. Dabei sollte das 
für die Ku70‐/‐‐Mutante charakteristische biphasische Verhalten  im Überleben  in Reparatur‐
studien wiedergefunden werden.  Ein weiterer  Fokus wurde  auf  die Herstellung  eines  Zu‐
sammenhanges  zwischen  der  DSB‐Reparatur  und  des  Zellüberlebens  nach  ionisierender 
Strahlung gelegt.  
5.1.1 Etablierung der Zellzyklusphasen‐spezifischen Analysen im DT40‐Zellsystem 
Es gibt bislang kaum Studien, die an Suspensionskulturen und speziell an DT40‐Zelllinien die 
DSB‐Reparatur  in  Abhängigkeit  von  der  Zellzyklusphase  untersucht  haben.  Die  bisherigen 
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Studien  zu  Reparaturmessungen, wurden  ohne  die  Berücksichtigung  der  Zellzyklusphasen 
durchgeführt (Sonoda et al., 1998).  In dieser Arbeit wurden deshalb Methoden der γH2AX‐
Analyse  sowie  eine Methode  zur  Bestimmung  der  chromosomalen  Brüche  in  den  DT40‐
Zellen etabliert, die eine Zellzyklusphasenspezifität der Reparaturwege berücksichtigen. Auf‐
grund einer relativ kurzen Dauer des Zellzyklus der DT40‐Zellen (8 bis max. 12 h) bestand die 
Schwierigkeit eine strenge Unterscheidung zwischen den einzelnen Zellzyklusphasen vorzu‐
nehmen. Dieses wurde  für  die  γH2AX‐  sowie  chromosomalen  Analysen  anhand  der  EdU‐ 
bzw. BrdU‐Pulsmarkierung und der Auswahl der geeigneten Erntezeitpunkte nach IR durch‐
geführt. 
Die  γH2AX‐Foci‐Methode hat sich  in den  letzten  Jahren  für die strahlenbiologischen Frage‐
stellungen  bewährt  und  ist  zu  einem  Standardverfahren  geworden  (Löbrich  et  al.,  2010). 
Anhand des EdU‐Einbau während der  S‐Phase  können G1‐,  S‐ und G2‐Phase Zellen  vonei‐
nander unterschieden werden. Zur quantitativen Messung der DSBs und damit zur Bestim‐
mung des Reparaturvermögens der WT‐ und der Reparaturmutanten durch den Zellzyklus 
können die Zellzyklusphasen an einer spezifischen Zellzyklusverteilung  identifiziert werden, 
um in den Zellen dieser Zellzyklusphasen γH2AX‐Foci zu quantifizieren. Ein weiterer positiver 
Aspekt dieser Methode  ist, dass sie einen Fortschritt für eine  in die Tiefe greifende Analyse 
der S‐Phase Zellen liefert. Sie ermöglicht die Unterteilung der S‐Phase in frühe, mittlere und 
späte S‐Phase Zellen. Mit einer Erweiterung der EdU‐Methode, bei der eine geringe Konzent‐
ration  des  DNA‐Polymerase‐Inhibitors  Aphidicolin  verwendet  wurde,  konnte  untersucht 
werden, welchen Einfluss die Replikation auf die DSB‐Entstehung und  ihre Reparatur nach 
der Bestrahlung hat.  
Mit chromosomalen Studien sollen die auf der Ebene der  γH2AX‐Foci beobachteten Strah‐
leneffekte bekräftigt werden. In dieser Arbeit wurde angestrebt, sowohl die in der mittleren 
S  als  auch die  in der G2‐Phase bestrahlten  Zellen  in einem Ansatz mithilfe der Colcemid‐
Methode zu analysieren.  
5.1.2 Reparatur der strahleninduzierten DSBs in den G1‐Phase Zellen 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen in bestrahlten G1‐Phase Zellen zeigten, 
dass  in allen untersuchten DT40‐Zelllinien eine vergleichbare Anzahl an DSBs  induziert wur‐
de. Nach 1 Gy lagen die Induktionswerte bei 8‐10 γH2AX‐Foci/Zelle. Dieses Ergebnis ist damit 
konsistent, dass alle Zelllinien, unabhängig vom genetischen Status, eine gleiche DNA‐Menge 
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pro Zellkern aufweisen. Im Vergleich zum menschlichen Genom, welches 3,2*109 bp enthält, 
ist das haploide Genom eines Huhns ca. 1*109 bp groß (NCBI‐Internetseite; Genomgröße von 
Gallus gallus  (chicken)). Das bedeutet, dass  sich der Unterschied  in der Genomgröße  zwi‐
schen Mensch und Huhn bei der Induktion der DSBs bemerkbar machen sollte. In den huma‐
nen Fibroblasten, die mit 1 Gy bestrahlt wurden, werden ca. 20‐25 DSBs induziert (Beucher 
et al., 2009). Das Verhältnis zwischen den Induktionswerten einer G1‐Phase Zelle des DT40‐
Zellsystems  und  derjenigen  der  humanen  Fibroblasten  liegt  demnach  bei  etwa  1/3  und 
kommt der Diskrepanz zwischen den Genomgrößen relativ nahe.  
In dieser Arbeit wurde anhand der Reparaturkinetiken der  in der G1‐Phase bestrahlten Zel‐
len gezeigt, dass  sich der  c‐NHEJ‐Reparaturdefekt  in den Ku70‐/‐‐ und der Ku70‐/‐/Rad54‐/‐‐
Mutanten bereits  in der ersten Stunde entwickelte und bis 4 h nach Bestrahlung bestehen 
blieb (Abb. 4.5, A). Die Rad54‐/‐‐Mutante zeigte dagegen eine mit WT vergleichbare Repara‐
tur  (Abb.  4.5,  B). Diese  Ergebnisse werden  durch  sehr  frühe  Studien mit  CHO  (Hamster)‐
Zelllinien und auch spätere Studien mit humanen Fibroblasten unterstützt.  In  ihnen wurde 
gezeigt, dass die Reparaturmutanten, denen Faktoren des c‐NHEJ wie z. B. DNA‐PKcs oder 
LIG4 fehlten, einen Reparaturdefekt bereits nach 2 h entwickelten, welcher dann über meh‐
rere  Stunden  persistierte.  Dagegen  zeigten  die  Zellen,  die  HR‐Defizienz  aufweisen,  keine 
Verminderung  in der Reparatur nach Bestrahlung  in der G1‐Phase  (Iliakis 1991; Beucher et 
al., 2009).  
Eine weitere  Beobachtung war,  dass  in  der Doppelmutante  eine  Restreparatur  gemessen 
wurde. Es stellte sich die Frage, welcher Mechanismus für die Reparatur der restlichen DSBs 
in dieser Zelllinie verantwortlich ist. In einigen Studien wurde gezeigt, dass auch die c‐NHEJ‐
Mutanten einen beträchtlichen Anteil an langsam erfolgender Reparatur aufweisen (Singh et 
al., 2009; Mladenov & Iliakis, 2011). Aus diesen Ergebnissen heraus konnte eine Beteiligung 
von alternativen Mechanismen  (A‐EJ) wie A‐NHEJ und MMEJ postuliert werden, die  in den 
Zellen mit der  intakten  c‐NHEJ‐Aktivität nur einen  geringen Beitrag  leisten  (Sallmyr  et al., 
2008),  jedoch  bei  c‐NHEJ‐Abwesenheit  vermehrt  aktiviert  werden  (Nussenzweig  & 
Nussenzweig, 2007).  
Als Bestätigung zu den Studien im Säugetiersystem, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, 
dass das bekannte Reparaturmodell  für die Reparatur  in der G1‐Phase  strahleninduzierter 
DSBs auch für das DT40‐Zellsystem gilt. Das c‐NHEJ repariert den größten Anteil an Schäden, 
während HR in der G1‐Phase keine Rolle spielt.  
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5.1.3 Reparatur der strahleninduzierten DSBs in den G2‐Phase Zellen 
Die Reparaturuntersuchungen der in der G2‐Phase bestrahlten Zellen haben gezeigt, dass in 
allen untersuchten Zelllinien 18‐19 DSBs induziert wurden. Die ca. doppelt so hohen Indukti‐
onswerte in der G2‐Phase, im Vergleich zu G1, sind damit konsistent, dass in einer Zelle mit 
doppelt so viel DNA die doppelte Anzahl an DSBs induziert wird (Hall & Giaccia, 2006). In der 
vorliegenden Arbeit  konnten deutliche Reparaturdefekte  in  allen untersuchten Reparatur‐
mutanten detektiert werden. Die verminderte Reparatur entwickelte sich bereits ab der 1 h 
und  war  bis  4  h  nach  Bestrahlung  noch  deutlich  erkennbar.  Der  ermittelte  Anteil  an 
unreparierten DSBs zum Zeitpunkt 4 h nach Bestrahlung lag in der Ku70‐/‐‐Mutante höher als 
in der Rad54‐/‐‐Mutante.  In der Doppelmutante wurde der größte Anteil an unreparierten 
DSBs detektiert (Abb. 4.6). Das ist eine analoge Situation, wie sie für die primären humanen 
Fibroblasten und MEFs beschrieben wurde. Dort zeigten die c‐NHEJ‐Mutanten einen deutlich 
höheren Reparaturdefekt als die HR‐Mutanten (Beucher et al., 2009). Das für Säugetierzellen 
beschriebene Reparaturmodell  zeigt, dass  im Gegensatz  zur G1‐Phase  in der G2‐Phase  so‐
wohl c‐NHEJ als auch HR an der Reparatur strahleninduzierter DSBs beteiligt sind. Die Betei‐
ligung von HR  in der G2‐Phase beruht auf der Anwesenheit der homologen Schwesterchro‐
matiden, die als Matrize für die Reparatur der geschädigten Chromatide zur Verfügung ste‐
hen (Alberts, 2008). Der größte Anteil der strahleninduzierten DSBs wird im Säugetiersystem 
über c‐NHEJ repariert, während HR für die Reparatur von einigen wenigen DSBs verantwort‐
lich ist (Riballo et al., 2004; Beucher et al., 2009). Überraschend ist, dass sowohl die c‐NHEJ‐ 
als auch die HR‐Mutante Reparaturdefekte ausbilden. Dadurch, dass  in der G2‐Phase beide 
Wege aktiv sind, wäre zu erwarten, dass c‐NHEJ und HR sich gegenseitig kompensieren kön‐
nen. Da es nicht beobachtet wird,  kann damit erklärt werden, dass durch  Strahlung DSBs 
induziert werden, welche nur für einen bestimmten Weg determiniert sind. So werden DSBs, 
die direkt miteinander ligiert werden können, dem c‐NHEJ‐Weg zugeleitet. Andere Arten von 
DSBs, welche eine ausgedehnte Resektion benötigen, sind für die HR prädestiniert. Das be‐
deutet also, dass c‐NHEJ und HR sich gegenseitig nicht unterstützen können.  
Vergleicht man den Anteil der HR‐abhängigen DSBs zwischen Säugetier‐ und Hühnerzellen, 
so wird erkennbar, dass  in einer Hühnerzelle ein ca. drei‐mal so hoher DSB‐Anteil, als  in ei‐
ner Säugetierzelle, über HR repariert wird. Dieses bestätigt somit die Eigenschaft der DT40‐
Zellen, HR mit hoher Frequenz zu nutzen. Trotz der Tatsache, dass DT40‐Zellen erhöhte Fre‐
quenzen  an HR,  im  Vergleich  zu  Säugetierzellen,  aufweisen  (Buerstedde &  Takeda  et  al., 
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1991),  liegt der Defekt der Ku70‐/‐‐Mutante höher  im Vergleich  zur Rad54‐/‐‐Mutante. Das 
bedeutet, dass auch im DT40‐Zellsystem c‐NHEJ eine wichtigere Rolle als die HR bei der Re‐
paratur strahleninduzierter DSBs in der G2‐Phase spielt.  
Anhand der in dieser Arbeit gemessenen Restreparatur in der Doppelmutante, können alter‐
native Reparaturwege auch in der G2‐Phase nicht ausgeschlossen werden.  
Chromosomale  Analysen  der  in  der G2‐Phase  bestrahlten  Zellen  unterstützten weitestge‐
hend die Ergebnisse der  γH2AX‐Foci. Alle Reparaturmutanten weisen unreparierte Brüche 
auf (Abb. 4.16, B; BrdU‐neg.). Eine marginale Abweichung war jedoch anhand dieser Metho‐
de gegenüber der γH2AX‐Foci‐Methode zwischen der c‐NHEJ‐ und der HR‐Mutante zu sehen. 
Die  HR‐Mutante  zeigte  in  diesem  Ansatz  einen  höheren  Reparaturdefekt  als  die  c‐NHEJ‐
Mutante. Eine mögliche Erklärung  liegt  in der Aktivierung des G2/M‐Checkpoints. Die  Inku‐
bation der Zellen mit Colcemid  führt dazu, dass die Zellen  in der Mitose arretieren und als 
Metaphase‐Chromosomen  sichtbar werden.  Die  Zellen werden  als Metaphasen  nur  dann 
sichtbar, wenn sie den G2/M‐Checkpoint überwinden (Bryant & Mozdarani, 2007). Während 
die unbestrahlten Zellen keinen G2/M‐Checkpoint induzieren, wird dieser nach der Bestrah‐
lung durch DSB‐Induktion aktiviert. Die Zellen verbleiben am G2/M‐Übergang, so  lange sie 
die DSBs bis zu einem bestimmten Schwellenwert repariert haben. Danach werden die Zellen 
aus dem Arrest mit einer gewissen Anzahl an unreparierten DSBs entlassen, die später als 
Chromosomenbrüche detektiert werden können. Die Anzahl der Chromosomenbrüche kann 
somit  davon  abhängen, wie  die  Zellen  den G2/M‐Checkpoint  überwinden.  Das  bedeutet, 
dass die Zellen, die mehr unreparierte DSBs aufweisen und den entsprechenden Schwellen‐
wert noch nicht erreicht haben,  im Zellzyklus zurückgehalten werden. Die Zellen,  in denen 
die Anzahl der  residualen DSBs dem  Schwellenwert entspricht, progressieren ungestört  in 
die Mitose. Es konnte somit postuliert werden, dass die Aktivierung des G2/M‐Checkpoints 
einen Einfluss auf die Reparaturkinetik der DSBs und damit auf die Entstehung der Chromo‐
somenbrüche in der Mitose hat (Terzoudi et al., 2005; Löbrich & Jeggo, 2007). Des Weiteren 
gilt die Effizienz des G2/M‐Checkpoints als ein entscheidender Faktor, ob die geschädigten 
Zellen  am  G2/M‐Übergang  zurückgehalten  werden  oder  ungehindert  in  die  Mitose 
progressieren. So könnte die Ku70‐/‐‐Mutante einen effizienteren G2/M‐Checkpoint besitzen 
als  die  Rad54‐/‐‐Mutante,  deren  Checkpoint  unempfindlich  zu  sein  scheint.  Einen  starken 
Hinweis für die Insensitivität des G2/M‐Checkpoints der Rad54‐/‐‐Mutante liefern die Ergeb‐
nisse der γH2AX‐Kinetiken der in der G1‐Phase bestrahlten Zellen, welche ohne der Anwen‐
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dung von Nocodazol analysiert wurden  (Kap. 4.4, Abb. 4.5, A). Dort zeigte sich ein Repara‐
turdefekt  in der Rad54‐/‐‐Mutante. Ohne Nocodazol‐Behandlung teilten sich die bestrahlten 
G2‐Phase  Zellen  der  Rad54‐/‐‐Mutante  trotz  des  Reparaturdefektes  ungehindert  und 
progressierten  in die G1‐Phase. Dieses führte zu einer Erhöhung der Anzahl der γH2AX‐Foci 
in den G1‐Phase Zellen. Auch in einer Studie mit humanen Zelllinien wurde die Insensitivität 
des G2/M‐Checkpoints beobachtet.  In dieser Studie wurde gezeigt, dass die Zellen der HR‐
Mutanten dem G2/M‐Checkpoint mit unreparierten DSBs entkommen können und schließ‐
lich eine erhöhte Bruchzahl in der Mitose aufweisen, als die Zellen, deren G2/M‐Checkpoint 
effizient ist (Krempler et al., 2007). 
Zusammenfassend  konnte mit  der  EdU‐basierten  γH2AX‐Foci‐Methode  die  Reparatur  der 
G1‐ sowie G2‐Phase‐Zellen nach Bestrahlung untersucht werden. Mit chromosomalen Studi‐
en konnten die Strahleneffekte der in der G2‐Phase bestrahlten Zellen bestätigt werden. Die 
G1‐ und G2‐Phasen der Ku70‐/‐‐Mutante zeigen eine stark beeinträchtigte Reparaturkapazi‐
tät, so dass sie nicht die resistente Subpopulation ausmachen können. Es wurde angenom‐
men, dass es sich um die S‐Phase handeln könnte, die für eine höhere Überlebensrate ver‐
antwortlich ist. Im Vergleich mit anderen Zellzyklusphasen liegt die DNA in der S‐Phase auf‐
grund der Replikation  in  einer  für Reparaturproteine  zugänglichen  Form  vor. Dieses  führt 
dazu, dass die S‐Phase als Zellzyklusphase beschrieben wird, in der sich die Strahlenresistenz 
entwickelt  (Quitet et al., 1991; Tell et al., 1998). Um zu überprüfen, ob die  in der S‐Phase 
bestrahlten  Zellen  der  Ku70‐/‐‐Mutante  eine  verbesserte  Reparatur  im  Vergleich  zum WT 
aufweisen, wurden Reparaturstudien in der S‐Phase durchgeführt.  
5.1.4 Unterteilung der S‐Phase in frühe, mittlere und späte S‐Phase  
Eine eindeutige Unterscheidung der S‐Phase Zellen von G1‐ bzw. G2‐Phase Zellen  im DT40‐
Zellsystem war durch den EdU‐Einbau  in der S‐Phase möglich. Der EdU‐Einbau kann als ein 
direktes Maß  für die Aktivität der Replikation gesehen werden  (Buck et al., 2008). Je mehr 
EdU  von einer  Zelle während der Pulsmarkierung eingebaut wurde, desto mehr Replikati‐
onsereignisse haben in dieser Zelle stattgefunden. So verteilt sich das EdU‐Signal der mittle‐
ren  S‐Phase  Zellen über den  gesamten  Zellkern  (Abb. 4.7). Dieses  ist mit der Begründung 
konsistent,  dass  die mittlere  S‐Phase  als  Phase mit  der  höchsten Replikationsaktivität  be‐
schrieben wird  (Karanam et al., 2012).  In der  frühen S‐Phase wurde dagegen weniger EdU 
eingebaut, was damit zusammenhängt, dass nicht alle Replikationsgabeln dieser Zellen zum 
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Zeitpunkt der EdU‐Pulsmarkierung  im aktiven Zustand vorlagen. Auch die Zellen der späten 
S‐Phase weisen ein geringes EdU‐Signal auf. Dieses kann damit begründet werden, dass die 
Replikationsaktivität  in dieser Phase abnimmt, so dass nur sehr wenige Replikationsgabeln 
zum Zeitpunkt der Pulsmarkierung noch aktiv waren. Das Maß der Replikationsaktivität lässt 
folglich eine Aufteilung der gesamten DNA  in unreplizierte bzw.  in  replizierte Bereiche  zu. 
Eine  frühe  S‐Phase  Zelle  besitzt mehr  unreplizierte  als  replizierte  Bereiche, während  eine 
mittlere S‐Phase Zelle mehr replizierte DNA‐Bereiche aufweist. In einer späten S‐Phase Zelle 
liegt die DNA nahezu  vollständig  verdoppelt  vor. Nur einige wenige DNA‐Bereiche  sind  in 
unreplizierten Regionen lokalisiert.  
Dadurch dass EdU während der Pulsmarkierung nicht in alle DNA‐Bereiche eingebaut wurde, 
resultieren  die  für  die  frühen, mittleren  und  späten  S‐Phase  Zellen  charakterische  EdU‐
Muster  (Abb. 4.7). Somit hängt der EdU‐Einbau  stark von der Position der Zellen  in der S‐
Phase zum Zeitpunkt der EdU‐Pulsmarkierung ab.  
Die EdU‐basierte Methode ermöglichte die S‐Phase Zellen im DT40‐Zellsystem in drei Unter‐
gruppen einzuteilen. Dadurch, dass durch die Pulsmarkierung erworbene EdU‐Muster bei‐
behalten wurden, konnten die S‐Phase Zellen durch den Zellzyklus verfolgt werden. Des Wei‐
teren ermöglichte diese Methode die  feinen Unterschiede der Reparaturkapazitäten der  in 
der frühen, mittleren und späten S‐Phase bestrahlten Zellen herauszuarbeiten und die Betei‐
ligung sowie Wechselwirkungen zwischen HR und c‐NHEJ  in diesen Untergruppen zu unter‐
suchen.  
5.1.5 Einfluss der Replikation und deren Inhibition auf die DSB‐Reparatur 
Aufgrund eines relativ hohen Anteils an S‐Phase Zellen im DT40‐Zellsystem (ca. 70%) und der 
Dauer von ca. 4,5 h finden hier sehr viele Replikationsereignisse statt. Bei den Untersuchun‐
gen  in der S‐Phase wurde  festgestellt, dass der Verlauf der  γH2AX‐Kinetiken  sich aus  zwei 
Phasen  zusammensetzt.  Diese  werden  als  Ausbildungs‐  und  Reparaturphase  bezeichnet. 
Während der Ausbildungsphase steigt die DSB‐Anzahl an. Die daran anschließende Repara‐
turphase ist mit der Abnahme der DSB‐Anzahl verbunden. Insbesondere für die Zellen, die ab 
den Zellzyklusphasen mit einer hohen Replikationsaktivität beobachtet wurden,  sind diese 
beiden Phasen anzutreffen (Abb. 4.9, frühe und mittlere S‐Phase Zellen).  In den Zellen, die 
die Replikation nahezu abgeschlossen haben, konnte nur eine Reparaturphase beobachtet 
werden  (Abb. 4.9, späte S‐Phase). Alle diese Beobachtungen deuteten darauf hin, dass mit 
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dem Fortschreiten der Replikation zusätzliche, als sekundär erzeugte DSBs sowohl spontan, 
als auch nach Bestrahlung in allen untersuchten Zelllinien entstanden sind und dass die Aus‐
prägung der Ausbildungs‐ bzw. Reparaturphasen von der Replikationsaktivität in der jeweili‐
gen Untergruppe innerhalb der S‐Phase abhängig ist. Während der Replikation können viele 
spontane DNA‐Schäden auftreten. Neben Basenschäden, kommen auch Einzelstrangbrüche 
(SSBs) vor. Die SSBs wiederum, die lange Zeit unrepariert verbleiben, können in DSBs umge‐
wandelt werden (Strumberg et al., 2000; Pommier, 2004). Dieser Prozess findet hauptsäch‐
lich  an  der Replikationsgabel  statt, wenn  die  Replikationsgabeln  in  die  SSBs  hineinlaufen. 
Nach  dem  so  genannten  replication  fork  runoff,  bei  dem  ein Arm  einer Replikationsgabel 
infolge  der Abdissoziation  der DNA‐Polymerasen  von  der DNA  abfällt,  bildet  sich  ein  ein‐
endiger DSB  aus  (Strumberg  et  al.,  2000; Helleday,  2003). Die  entstehenden  ein‐endigen 
DSBs während der Replikation werden als sekundär erzeugte DSBs bezeichnet, während die 
zwei‐endigen DSBs, welche direkt durch die Strahlung gesetzt werden, als primäre Schäden 
beschrieben werden  (Groth et al., 2012). Die Anzahl der SSBs wird durch die  ionisierende 
Strahlung maßgeblich erhöht, was dazu  führen kann, dass die Anzahl an ein‐endigen DSBs 
ebenfalls erhöht wird. Sowohl die ein‐ als auch die zwei‐endigen DSBs werden durch γH2AX‐
Foci markiert,  so  dass  eine  quantitative  Bestimmung  aller DSB‐Arten mithilfe  der  γH2AX‐
Foci‐Analyse möglich  ist. Ein Nachteil dieser Analyse  ist, dass die Prozesse der Neuentste‐
hung und der Reparatur sich überlagern können, so dass eine Bestimmung des reinen strah‐
leninduzierten Effekts erschwert wird. Um die Effekte der Replikation‐assoziierten sekundä‐
ren DSBs auf die γH2AX‐Kinetiken gering zu halten, wurde in dieser Arbeit eine Erweiterung 
der EdU‐Methode vorgenommen. Hierbei wurde eine moderate Konzentration des Replika‐
tionsinhibitors Aphidicolin angewendet. Die Vorexperimente mit DT40‐Zellen  zeigten, dass 
eine Zugabe von 1 µM Aphidicolin kurze Zeit vor der Bestrahlung die Progression der Zellen 
durch die S‐Phase deutlich verlangsamte und den Eintritt in die G2‐Phase verhinderte (Abb. 
4.11). Der Vorteil dieser Methode gegenüber der Methode ohne Aphidicolin  ist, dass durch 
die Verlangsamung der Replikation die Entstehung sekundär erzeugter DSBs stark reduziert 
wird, weil die Zellen in der Progression durch die S‐Phase zurückgehalten werden. Durch die 
Aphidicolin‐Vorbehandlung  verbleiben  sie  in  der  gleichen  Position  innerhalb  der  S‐Phase 
während des gewählten Zeitintervalls. Dieses hat zur Folge, dass spontane und nach Bestrah‐
lung detektierte DSBs bereits  initial reduziert werden und dass sich relativ wenige bis keine 
sekundären DSBs  im gesamten Beobachtungszeitraum ausbilden. So konnte  in vergleichen‐
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den Analysen  zwischen WT  und  Reparaturmutanten  beobachtet werden,  dass  die Vorbe‐
handlung  mit  Aphidicolin  in  der  frühen  sowie  in  der  mittleren  S‐Phase,  sowohl  in  den 
unbestrahlten  als  auch  nach  Bestrahlung  analysierten  Zellen  die  Ausbildungsphase  unter‐
drückte (Abb. 4.14; A und B,  jew. obere und mittlere Teilabb.). Auch  in der späten S‐Phase 
wurde  zum  Teil  eine  geringere  DSB‐Anzahl  gemessen  (Abb.  4.14;  A  und  B,  jew.  untere 
Teilabb.). Die  inhibierende Wirkung von Aphidicolin auf die Entstehung sekundärer DSBs  ist 
aus Studien mit Hamster‐Zelllinien und humaner Tumorzelllinie, U2OS, bekannt (Groth et al., 
2012).  Diese  Studie  zeigte,  dass  HR‐defiziente  Hamster‐Zelllinien  von  der  Aphidicolin‐
Behandlung profitieren und eine höhere Überlebensrate aufweisen, als HR‐defiziente Zellen 
ohne Aphidicolin‐Behandlung. Dagegen trat der Anstieg der Überlebensrate  in der entspre‐
chenden WT‐Zelllinie  nach Aphidicolin‐Behandlung  nur  geringfügig  auf. Daraus wurde  ge‐
schlossen, dass toxische Strahlenwirkung auf die HR‐Mutante durch die Entstehung sekundä‐
rer DSBs zustande kommt und sich  in einer schlechten Überlebensfähigkeit äußert. Anhand 
der  γH2AX‐Foci‐Analyse  in der U2OS‐Zelllinie wurde  in der Studie gezeigt, dass die Anzahl 
nach Bestrahlung auftretender DSBs in den mit Aphidicolin behandelten Zellen geringer aus‐
fällt, als  in den Zellen ohne Aphidicolin‐Behandlung. Auch mit diesem Ergebnis wurde die 
protektive Wirkung von Aphidicolin bestätigt. Es wurden in der Studie jedoch keine c‐NHEJ‐
Mutanten untersucht, um die schützende Wirkung von Aphidicolin als allgemeingültig her‐
auszustellen. Der neue Aspekt der vorliegenden Arbeit war, dass die  γH2AX‐Foci unter der 
Berücksichtigung  der  Zellzyklusphasen  sowohl  in  der  HR  als  auch  c‐NHEJ‐Einzelmutanten 
sowie Doppelmutanten durchgeführt wurden. Die Aussage, dass Aphidicolin die Entstehung 
spontaner, sekundärer DSBs unterdrückt und zusammen mit der Bestrahlung weniger DSBs 
erzeugt werden, konnte mit den Ergebnissen aller untersuchten DT40‐Zelllinien weitestge‐
hend in allen Untergruppen innerhalb der S‐Phase belegt werden.      
5.1.6 Beitrag von c‐NHEJ und HR bei der Reparatur primärer und sekundärer DSBs nach 
Bestrahlung in der S‐Phase  
Anhand von Reparaturkinetiken strahleninduzierter DSBs  in der frühen S‐Phase bestrahlten 
Zellen ohne Aphidicolin‐Vorbehandlung zeigte sich, dass die Ausbildungsphase in allen Zellli‐
nien  stark  ausgeprägt  ist. Die  daran  anschließende Reparaturphase  ist  im WT  deutlich  zu 
sehen, während  in den Ku70‐/‐‐ und Rad54‐/‐‐Mutanten die Reparaturphase nicht klar defi‐
niert werden kann.  Insbesondere zwischen 2 und 4 h nach Bestrahlung findet ein erneuter 
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Anstieg der DSBs in den Einzelmutanten statt. In der Doppelmutante findet eine Akkumula‐
tion von DSBs statt  (Abb. 4.10, B; obere Teilabbildung). Dieses kann damit erklärt werden, 
dass die zu Beginn der Analyse markierten frühen S‐Phase Zellen über die mittlere S‐Phase 
bis zum Übergang zwischen der späten S‐ und der G2‐Phase progressierten und im Zuge der 
DNA‐Replikation  einige  DSBs  verdoppelt  haben.  Da  die  zusätzliche  DSB‐Zunahme  nur  für 
Reparaturmutanten  beobachtet wurde, wurde  angenommen,  dass  die Replikation  nur  für 
Reparaturmutanten und nicht für den WT toxisch  ist. Dieses wird durch Studien belegt, die 
zeigen, dass Ku70 und Rad54 auch mit in den Vorgang der Replikation involviert sind (Tuteja 
and Tuteja, 2000; Rampakakis et al., 2009; Rampakakis et al., 2008; Sibani et al., 2005). Eine 
weitere Beobachtung war, dass alle untersuchten Mutanten 6 h nach IR ausgeprägte Repara‐
turdefekte  zeigten.  Dabei  waren  die  Reparaturdefekte  von  Ku70‐/‐‐und  Rad54‐/‐‐Mutante 
vergleichbar. Der Reparaturdefekt der Doppelmutante  lag wesentlich höher, als  in den Ein‐
zelmutanten. Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass die  in der frühen S‐
Phase bestrahlten Zellen c‐NHEJ und HR  in vergleichbaren Anteilen nutzen und dass, wenn 
einer der Wege fehlt, der andere die Reparatur übernehmen kann. Basierend auf den Ergeb‐
nissen des EdU‐Einbaus in der S‐Phase wurde jedoch angenommen, dass die frühen S‐Phase 
Zellen mehr unreplizierte, als replizierte DNA‐Bereiche aufweisen. Für die unreplizierten Be‐
reiche,  die  hauptsächlich  zwei‐endige  DSBs  enthalten,  ist  die  Reparatur  über  c‐NHEJ  be‐
schrieben (Helleday et al., 2007). In den replizierten Bereichen können dagegen sowohl ein‐
endige als auch zwei‐endige DSBs auftreten. Während die Reparatur von ein‐endigen DSBs 
über HR abläuft, können zwei‐endige DSBs sowohl über c‐NHEJ als auch über HR repariert 
werden.  So wurde  erwartet, dass die  c‐NHEJ‐Mutante  einen höheren Reparaturdefekt  als 
eine HR‐Mutante aufweist. Der vergleichbare Reparaturdefekt der Einzelmutanten kann mit 
der  gesteigerten HR‐Aktivität  begründet werden. Durch  das  Fortschreiten  der  Replikation 
werden die homologen Schwesterchromatiden ausgebildet. Dadurch kann die Aktivität von 
c‐NHEJ abgeschwächt werden. Die HR gewinnt mehr an Bedeutung, so dass einige DSBs über 
HR repariert werden. Dadurch, dass in der frühen S‐Phase die Ausbildungsphase die Repara‐
turphase überlagert, konnte die DSB‐Reparatur der in der frühen S‐Phase bestrahlten Zellen 
nur schwer charakterisiert werden. Der starke Einfluss der Replikation auf die DSB‐Reparatur 
in  diesen  Zellen  wurde  mit  der  Vorbehandlung  der  Zellen  mit  moderater  Aphidicolin‐
Konzentration  gemindert.  Die  Bedeutung  von  c‐NHEJ  ist  in  diesem  Ansatz  stärker  ausge‐
prägt, als die der HR (Abb. 4.14, B; obere Teilabb.). Durch die Vorbehandlung mit Aphidicolin 
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wurden die Replikation und die Progression durch die S‐Phase stark verlangsamt, so dass die 
zu Beginn der Analyse als frühe S‐Phase markierten Zellen in der frühen S‐Phase verblieben 
sind.  Dadurch  dass  die  Replikation  stark  unterbunden wurde,  konnten  die  unreplizierten 
DNA‐Bereiche auch zum späteren Zeitpunkt nicht verdoppelt werden. Erst mit diesem Ansatz 
wurde verdeutlicht, dass die  frühen S‐Phase Zellen mehr DNA‐Regionen besitzen, die noch 
nicht  repliziert wurden,  als  diejenigen,  die  eine  Verdopplung  bereits  erfahren  haben.  Zu‐
sammenfassend  lässt  sich  festhalten,  dass  die  γH2AX‐Foci‐Kinetiken  unter  Replikation‐
inhibierenden Bedingungen vermehrt die Reparatur darstellen, welche  in den geschädigten 
und unreplizierten DNA‐Bereichen abläuft. Die Reparatur dieser DSBs erfolgt überwiegend 
über  c‐NHEJ, weil  sich  die  homologen  Schwesterchromatiden  in  der  frühen  S‐Phase  noch 
nicht vollständig ausgebildet haben. Dadurch aber, dass die Doppelmutante einen beträcht‐
lichen Anteil an Reparatur im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, welche DSBs akkumu‐
lierten, zeigt, ist es ein Hinweis auf eine Beteiligung alternativer Reparaturmechanismen ins‐
besondere, wenn die klassischen Reparaturwege abwesend sind  (Wang et al., 2001; Wu et 
al., 2008).  
Die Reparaturkinetiken der  in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen weisen eine Ausbil‐
dungs‐ und eine Reparaturphase auf. Die Ausbildungsphase  läuft  in den Zellen, die ab der 
mittleren S‐Phase verfolgt wurden, kürzer ab, als in den Zellen die in der frühen S‐Phase be‐
strahlt und ab da verfolgt wurden. Es konnte ebenfalls beobachtet werden, dass die Repara‐
tur strahleninduzierter DSBs  in der mittleren S‐Phase hauptsächlich über HR abläuft. Dieses 
war  anhand  von  ausgeprägten  Reparaturdefekten  in  der  Rad54‐/‐‐  sowie  in  der                       
Ku70‐/‐/Rad54‐/‐‐Mutante zu sehen (Abb. 4.10, B; jeweils mittlere Teilabbildung). Interessan‐
terweise  reparierte  die  Ku70‐/‐‐Mutante  nahezu  alle  strahleninduzierten  Brüche  und  zwar 
schneller als der WT. Auch die Analyse der Metaphasen nach Bestrahlung in der mittleren S‐
Phase unterstützte diese Daten (Abb. 4.16, B; BrdU‐pos.). Die Zellen profitieren von der Ab‐
wesenheit des Ku70‐Proteins, wenn sie in der mittleren S‐Phase bestrahlt werden. Die ermit‐
telten  Tendenzen  der  Reparaturwege  wurden  auch  nach  Aphidicolin‐Zugabe  beobachtet 
(Abb. 4.14, B; mittlere Teilabbildung). Sowohl die HR‐ als auch die Doppelmutante zeigten in 
diesem experimentellen Ansatz einen deutlichen Reparaturdefekt. Der Reparaturvorteil der 
c‐NHEJ‐Mutante konnte hier ebenfalls bestätigt werden. Bei den Untersuchungen mit unter‐
schiedlichen Säugetierzelllinien nach Bestrahlung hat sich gezeigt, dass HR ein vorherrschen‐
der Reparaturweg  in der S‐Phase  ist  (Helleday, 2003; Nikolova et al., 2010). Basierend auf 
     
5 Diskussion                                                101  
dem  für  die mittleren  S‐Phase  Zellen  charakteristischen  EdU‐Muster  in  den  DT40‐Zellen, 
wurde verdeutlicht, dass  in der mittleren S‐Phase das Maximum an Replikation stattfindet. 
Ebenfalls finden hier HR‐Ereignisse sehr häufig statt. Dieses wurde durch eine Studie belegt, 
die mithilfe von Life‐Cell‐Imaging‐Auswertungen zeigte, dass HR‐Faktoren am häufigsten  in 
der mittleren S‐Phase an DSBs rekrutiert werden (Karanam et al., 2012). Eine mögliche Erklä‐
rung  für die erhöhte HR‐Frequenz  in der mittleren  S‐Phase  ist, dass  in dieser Phase mehr 
DNA‐Bereiche als  in der  frühen S‐Phase bereits verdoppelt wurden. Deshalb werden mehr 
DSBs  in den bereits replizierten DNA‐Bereichen, als  in den Unreplizierten erzeugt. Des Wei‐
teren bilden sich  in der mittleren S‐Phase homologe Schwesterchromatiden aus, die bevor‐
zugt genutzt werden, um geschädigte DNA über HR zu reparieren. Folglich zeigt die Rad54‐/‐‐
Mutante  im DT40‐Zellsystem keine Reparatur, wenn  sie  in der mittleren S‐Phase bestrahlt 
wird. Die erhöhte Beteiligung der HR bestätigt wiederum die Eigenschaft der DT40‐Zellen HR 
mit hoher Frequenz zu nutzen. Die Erkenntnis, dass in den mittleren S‐Phase Zellen viele HR‐
Ereignisse stattfinden, steht im Gegensatz zu der Annahme von Takata et al., 1998, welcher 
postulierte, dass die HR‐Wirkung erst in der späten S/G2‐Phase das Maximum erreicht. Eine 
im Vergleich zum WT bessere Reparatur der c‐NHEJ‐Mutante wurde bislang noch in keinem 
anderen Zellsystem gezeigt. Es gibt zwei Möglichkeiten DSBs in der Abwesenheit von Ku70 zu 
reparieren, Alternative Mechanismen  und HR. Die  Bedeutung  von  alternativen Mechanis‐
men nimmt in den c‐NHEJ‐defizienten Zellen zu (Nussenzweig & Nussenzweig, 2007). Die HR 
ist in den Ku70‐defizienten Zellen dennoch aktiv. Die in Pierce et al., 2001b gezeigten Daten 
verdeutlichen, dass in den Zellen, denen Ku fehlt und homologe Schwesterchromatiden vor‐
handen sind, bevorzugt HR eingeleitet wird. Dieses kann  für die Ku70‐/‐‐Mutante  im DT40‐
Zellsystem durchaus angenommen werden. Eine mögliche Erklärung  für eine verlangsamte 
Reparatur  im WT  ist, dass dort Reparaturproteine aller Wege um DSB‐Enden konkurrieren 
können. Eine Studie zeigte, dass Ku70  immer als erstes an die DSBs bindet. Es bindet nicht 
nur bevorzugt, die DNA‐Schadensbereiche mit den glatten Enden, sondern besitzt auch eine 
verminderte  Affinität  zu  anderen,  als  HR‐Substrate  definierten,  DNA‐Strukturen  (Postow, 
2011). Das sind DSB‐Enden, deren DNA über ausgedehnte Bereiche resektiert  ist. Durch die 
sterischen  Wechselwirkungen  der  Ku‐Heterodimere  mit  für  die  HR‐determinierten  DNA‐
Strukturen, kann der Zugang für die HR‐Proteine blockiert werden und die Verlangsamung in 
der Reparaturgeschwindigkeit bewirken. Das gebundene Ku‐Protein muss zunächst von den 
Bruchenden abdissoziieren, um die Reparatur über HR zu ermöglichen. Fehlt der Zelle Ku70, 
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so können HR oder ein A‐EJ‐Mechanismus ungehindert eingeleitet werden. Der Reparatur‐
vorteil der in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen deutet darauf hin, dass die Zellen die‐
ser  Zellzyklusphase  für  den  partiellen Überlebensvorteil  der  Ku70‐/‐‐Mutante  im Vergleich 
zum WT verantwortlich sind.   
Die Analysen der  in der  späten S‐Phase bestrahlten Zellen  zeigten, dass die Replikation  in 
ihnen nahezu abgeschlossen war, was  sich  in einem charakteristischen EdU‐Muster wider‐
spiegelte. Aufgrund der nur noch geringen Rolle der Replikation in diesen Zellen, wurde kei‐
ne Ausbildungsphase  im WT und  in der Ku70‐/‐‐Mutante detektiert. Dagegen kamen  in der 
Rad54‐/‐‐ und der Doppelmutante nach 1 Gy immer noch sekundäre DSBs hinzu (Abb. 4.10, B; 
untere Teilabbildung). Alle Reparaturmutanten wiesen Reparaturdefekte auf. Auffällig war, 
dass die Doppelmutante einen beträchtlichen Anteil an DSBs repariert hat. Die Vorbehand‐
lung der Zellen mit 1 µM Aphidicolin änderte nichts an den generellen Unterschieden zwi‐
schen WT und Reparaturmutanten. Auch mit diesem Ansatz wurden Reparaturdefekte der c‐
NHEJ‐ bzw. HR‐Mutante und einer Restreparatur in der Doppelmutante bestätigt (Abb. 4.14, 
B; untere Teilabbildung). In der späten S‐Phase überwiegt  immer noch die HR‐Aktivität. Die 
Bedeutung von c‐NHEJ nimmt hier im Vergleich zu den in der mittleren S‐Phase bestrahlten 
Zellen zu. Der Zusammenhang zwischen der Lokalisation der DSBs in den unreplizierten und 
replizierten Bereichen wird auch hier ersichtlich. Die als späte S‐Phase  identifizierten Zellen 
weisen mehrheitlich replizierte DNA‐Bereiche auf, so dass in ihnen lokalisierten DSBs bevor‐
zugt über HR  repariert werden. Nur einige wenige vorhandene unreplizierte DNA‐Bereiche 
beinhalten DSBs, die über c‐NHEJ repariert werden. Im Gegensatz zu den in der frühen und 
mittleren  S‐Phase  bestrahlten  Zellen wurden  nach Aphidicolin‐Behandlung  zum  Teil mehr 
residuale  Schäden  als  in  den  Zellen  ohne  Aphidicolin‐Behandlung  detektiert. Dieses  kann 
damit zusammenhängen, dass in der späten S‐Phase die Reparatur von der Replikation nur in 
einem geringen Maße beeinflusst wird. Wie von Waters (1981) gezeigt wurde, beeinträchtigt 
Aphidicolin nicht nur  replikative DNA‐Polymerasen  sondern  auch die Polymerasen, die  an 
der  Reparatur  beteiligt  sind.  Hinzu  kommt,  dass  in  dieser  Phase  spät‐replizierte  DNA‐
Bereiche  verdoppelt  werden.  Einige  Studien  zeigten,  dass  durch  die  Behandlung  mit 
Aphidicolin und auch andere Replikationsstress‐hervorrufende Chemikalien die Replikation 
an den im Genom definierten DNA‐Bereichen angehalten wird (stalled replication forks) oder 
sogar zum Kollabieren der Replikationsgabeln kommen kann (collapsed replication forks). Die 
kollabierten Replikationsgabeln  resultieren  in DNA‐DSBs und  schließlich  in Chromosomen‐
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brüchen  bzw.  ‐lücken  in  der Mitose  (Richards,  2001; Arlt  et  al.,  2003). Diese  spezifischen 
DNA‐Regionen werden als Common Fragile Sites  (CFS) definiert und sind evolutionär hoch‐
konserviert (Elder & Robinson, 1989; Stone et al., 1991, 1993; Yang & Long, 1993; McAllister 
& Greenbaum, 1997; Loeb et al., 2001). Basierend auf den Studien mit humanen Zelllinien 
stellen die CFS normale Bestandteile einer Zelle dar und sind unter normalen Kulturbedin‐
gungen stabil. Die CFS beinhalten AT‐reiche DNA‐Bereiche, die das Potential haben, Sekun‐
därstrukturen  in der DNA auszubilden und damit das Fortschreiten der Replikation zu blo‐
ckieren (Zlotorynski et al., 2003). Eine weitere Eigenschaft der CFS ist ihre Lokalisation in den 
spät‐replizierten DNA‐Bereichen  (Laird  et  al.  1987; Ma  et al.,  2012), was dazu  führt, dass 
durch  Aphidicolin‐Zugabe  die  Replikation  der  CFS weiterhin  verzögert wird  und  die  DNA 
schließlich gebrochen wird. Die Entstehung von CFS aktiviert die Reparaturmaschinerie, an 
der ATR, Chk1, BRCA1, RAD51 u. v. a. Proteine beteiligt  sind  (Durkin & Glover, 2007). Die 
Beteiligung von RAD51 impliziert, dass die Reparatur von CFS primär über HR stattfindet (Ma 
et al., 2012). Die Studie von Schwartz et al., 2005 postulierte, dass die DSBs in den CFS auch 
über c‐NHEJ repariert werden. Die Abwesenheit von RAD51 und DNA‐PKcs unter Replikation‐
inhibierenden Bedingungen führte zu einer signifikanten Expression der CFS, was nahe legte, 
dass sowohl HR als auch c‐NHEJ für die Stabilität der CFS gebraucht werden, wenn die Repli‐
kation  inhibiert wird. Es  ist denkbar, dass die Ausbildung von CFS auch  in den DT40‐Zellen 
durch  Zugabe  der  moderaten  Aphidicolin‐Konzentration  in  der  späten  S‐Phase  induziert 
wird. Die  in dieser Arbeit gewonnene Erkenntnis  zur Reparatur der  in der  späten  S‐Phase 
induzierten DSBs wird durch die Studie von Schwartz et al., 2005 dahingehend unterstützt, 
dass  die  in  den  spät‐replizierten DNA‐Bereichen  erzeugten DSBs,  sowohl  über  c‐NHEJ  als 
auch HR repariert werden. Auch weitere Studien haben die Nutzung von HR in der späten S‐
Phase bekräftigt (Takata et al., 1998; Sonoda et al., 2006). Zusammenfassend lässt sich fest‐
halten, dass die Analyse der primären,  strahleninduzierten DSBs nur  für die  in der  frühen 
und mittleren S‐Phase bestrahlten DT40‐Zellen valide ist. Dagegen ist dieser Ansatz für die in 
der späten S‐Phase bestrahlten Zellen wenig geeignet. 
5.1.7 Modell zur Erklärung der Wahl der Reparaturwege durch den DT40‐Zellzyklus 
Anhand der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse wurde ein Schema erstellt, welches die 
Wichtigkeit des jeweiligen Reparaturweges während der DSB‐Reparatur und mögliche Über‐
gänge zwischen den Reparaturwegen im Zellzyklus beschreibt (Abb. 5.1).  
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Abb. 5.1: Reparaturmodell zum Gebrauch von c‐NHEJ und HR durch den DT40‐Zellzyklus 
A. Basierend auf den Ergebnissen der γH2X‐Foci‐Analysen sind die Zellzyklusphasen mit den  jeweiligen Chro‐
mosomensätzen und dem vorherrschenden Reparaturweg dargestellt. Die Chromosomensätze  (xn) verdeutli‐
chen den Replikationsstatus der DNA. Das  Fragezeichen bedeutet, dass die Reparatur  in dieser Phase noch 
nicht untersucht wurde. 
B.  Schematische  Darstellung,  welche  die Wichtigkeit  von  c‐NHEJ  und  HR  für  die  DSB‐Reparatur  im  DT40‐
Zellzyklus sowie deren Übergänge im Zellzyklus beschreibt. Die blaue Kurve beschreibt den Gebrauch von HR. 
Die orange‐gefärbte Kurve beschreibt den Gebrauch von c‐NHEJ. 
In dieser Arbeit wurde anhand der Ergebnisse der in der G1‐ bzw. G2‐Phase bestrahlten Zel‐
len gezeigt, dass trotz der hohen HR‐Frequenz der DT40‐Zellen, c‐NHEJ der vorherrschende 
Mechanismus  für  IR‐induzierte DSBs  in diesem Zellsystem  ist. Bei den Untersuchungen der 
     
5 Diskussion                                                105  
Reparatur  der  in  der  S‐Phase  bestrahlten  Zellen  hat  sich  gezeigt,  dass  die DSB‐Reparatur 
stark  von der Position  innerhalb der  S‐Phase  zum  Zeitpunkt der Bestrahlung  abhängt und 
dass Replikation die Reparatur  im hohen Maße beeinflusst. Die Wahl des Reparaturweges 
wird durch die Lokalisation strahleninduzierter DSBs  in unreplizierten oder bereits replizier‐
ten DNA‐Bereichen  festgelegt. Die  in der  frühen S‐Phase bestrahlten Zellen, deren DNA ei‐
nen höheren Anteil an unreplizierten als bereits replizierten DNA‐Bereichen aufweist, nutzen 
mehr c‐NHEJ als HR. Die Situation der in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen ändert sich. 
Hier liegt DNA vermehrt im replizierten als im unreplizierten Zustand vor. Deshalb nimmt die 
HR‐Aktivität für die Reparatur der replizierten DNA‐Bereiche stark zu. Die Abwesenheit von 
c‐NHEJ in der mittleren S‐Phase führt zu einem Reparaturvorteil, im Vergleich zur Situation, 
wo  c‐NHEJ und HR  anwesend  sind.  In  der  späten  S‐Phase  nimmt Replikationsaktivität  ab. 
Dieses führt dazu, dass zunächst bestehende HR‐Aktivität zu späten Zeitpunkten in der Repa‐
raturkinetik wieder  abnimmt. Die  c‐NHEJ‐Aktivität nimmt  in dieser  Zellzyklusphase wieder 
zu. Aufgrund einer relativ schwachen c‐NHEJ‐Aktivität in der späten S‐Phase wird vermutet, 
dass ein eindeutiger Übergang von HR zu c‐NHEJ in der G2‐Phase stattfindet. Dort ist das c‐
NHEJ bedeutender als die HR. 
5.1.8 Einfluss von Qualität der Reparatur auf das zelluläre Überleben 
Insbesondere  für  die  Klärung  der  Fragestellung,  welche  Subpopulationen  der  Ku70‐/‐‐
Mutante zu einer verbesserten Überlebensfähigkeit und welche zu einer Verminderung der 
Überlebensrate im Vergleich zum WT beitragen und ob diese Strahlenantwort mit der Repa‐
ratur korreliert, war der Vergleich der Reparatur mit der Überlebensfähigkeit wichtig. Das 
klonogene Überleben nach ionisierender Strahlung hängt primär von den zellulären Fähigkei‐
ten ab, die entstandenen DNA‐Schäden zu erkennen und zu reparieren (Khanna & Jackson, 
2001).  Ionisierende  Strahlung  induziert  viele  Schadensarten  in  der  DNA,  wobei  die 
unreparierten  bzw.  falsch  reparierten  DSBs  die  gefährlichsten  Läsionen  darstellen  (Iliakis, 
1991). Die Beziehung  zwischen der DSB‐Reparatur und dem Absterben der Zellen  ist noch 
nicht vollständig aufgeklärt  (Olive, 1998). Viele Studien haben versucht, diese Beziehung  in 
den humanen Zelllinien herzustellen. Es zeigten sich Widersprüche in den ermittelten Ergeb‐
nissen. Während einige Studien nahelegten, dass eine direkte Korrelation zwischen Indukti‐
on/Reparatur  und  Strahlenempfindlichkeit  existiert  (MacPhail  et  al.,  2003;  Taneja  et  al., 
2004; Banath et al., 2004), konnten andere Studien diese Korrelation widerlegen (Mahrhofer 
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et al., 2006, Yoshikawa et al., 2009). Unter der Annahme, dass eine direkte Korrelation zwi‐
schen Reparatur und dem Überleben existiert, so sollten die Zellen der G1‐, frühen, späten S‐ 
sowie der G2‐Phase der Ku70‐/‐‐Mutante zu einer strahlenempfindlichen Subpopulation ge‐
hören, während  die  Zellen  der mittleren  S‐Phase  die  resistente  Subpopulation  darstellen. 
Um diese Hypothese überprüfen zu können, wurde die Überlebensfähigkeit zusammen mit 
der  Reparaturfähigkeit  anhand  von  γH2AX‐Foci  nach  der  Synchronisation  mithilfe  von 
Elutriation gemessen. Die Reparatur der Zellen, die in der G1‐, in der frühen S‐, späten S/G2‐
Phase  (nach 8 h nach Elutriation) bestrahlten Zellen der Ku70‐/‐‐Mutante korreliert mit der 
entsprechenden Überlebensfähigkeit  (Abb. 4.19). Der ausgeprägte Reparaturdefekt sowohl 
nach 4 als auch nach 24 h  führte zu einer schlechten Überlebensfähigkeit. Dagegen zeigte 
sich eine Antikorrelation bei den Zellen der c‐NHEJ‐Mutante, die  in der späten S/G2‐Phase 
(0h: direkt nach Elutriation) bestrahlt wurden. Obwohl diese Population unreparierte DSBs 
immer noch nach 24 h aufwies, zeigte sie eine höhere Überlebensrate als der WT. Das be‐
deutet,  dass  diese  Population  als  einzige  zur Resistenz  der  c‐NHEJ‐Mutante  beiträgt.  Eine 
höhere Überlebensrate der  in der späten S/G2 bestrahlten Population der c‐NHEJ‐Mutante 
deutet nun daraufhin, dass diese Zellen DSBs  langsam und  fehlerfrei über HR repariert ha‐
ben, während im WT neben der fehlerfreien HR fehleranfällige Mechanismen c‐NHEJ und A‐
EJ agieren und um die DSBs konkurrieren. Da nur die Hälfte der DSBs im Zeitraum zwischen 4 
und 24 h nach  IR  repariert wurden, könnte es ein Hinweis darauf sein, dass die Reparatur 
langsam abläuft und dass 24 h ein zu früh gewählter Zeitpunkt ist (Abb. 4.18, A; orange Bal‐
ken, 0 h).  
Auch für die  in der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen wurde eine Antikorrelation festge‐
stellt. Trotz der geringeren Anzahl an residualen γH2AX‐Foci in der c‐NHEJ‐Mutante nach 24 
h, wies sie eine viel niedrigere Überlebensrate als der WT auf. Dieses deutet daraufhin, dass 
die wenigen residualen DSBs, die nach Bestrahlung in der mittleren S‐Phase noch verbleiben, 
das c‐NHEJ zur Reparatur benötigen und nicht über HR repariert werden können. Es könnten 
DSBs sein, die in den unreplizierten DNA‐Bereichen lokalisiert sind und die nicht mithilfe von 
homologen Schwesterchromatiden repariert werden können. Die alternativen Prozesse, wie 
MMEJ und A‐NHEJ können nicht ausgeschlossen werden und sind insbesondere unter Ku70‐
defizienten Bedingungen aktiv (Dueva & Iliakis, 2013; Truong et al., 2013). Als fehlerbehafte‐
te Mechanismen sind sie für die Zelle sehr toxisch, so dass die  in der mittleren S‐Phase be‐
strahlten Zellen der Ku70‐/‐‐Mutante trotz der schnellen Reparatur, schlechte Reparaturpro‐
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dukte  bilden. Weiterhin wurde  beobachtet,  dass  die  in  der  späten  S/G2‐Phase  bestrahlte 
Population, welche 7 h nach der Synchronisation analysiert wurde, eine verminderte Über‐
lebensfähigkeit  im Vergleich zum WT und zu der Population, die direkt nach der Elutriation 
auch  in der späten S/G2‐Phase bestrahlt wurde, zeigte. Eine mögliche Erklärung für die Un‐
terschiede  im Überleben dieser  in der  späten S/G2‐Phase bestrahlten Population  könnten 
Unterschiede  in  der  Qualität  der  Reparatur  sein.  Während  die  Zellen  der  späten  S/G2‐
Population,  die  direkt  nach  der  Elutriation  bestrahlt  wurden  eine  fehlerfreie  Reparatur 
durchgeführt haben,  scheint die Reparatur der nach 7 h nach Synchronisation bestrahlten 
späten S/G2‐Zellen fehleranfälliger zu sein. Dieses könnte damit zusammenhängen, dass die 
späten S/G2‐Zellen (7 h) Replikation‐assoziierte DSBs angehäuft haben, welche c‐NHEJ benö‐
tigen.  
Es kann an dieser Stelle zusammengefasst werden, dass die Ergebnisse der Zellzyklusphasen‐
abhängigen  Überlebensfähigkeit  und  der  Zellzyklusphasen‐abhängigen  Reparatur  nicht  in 
allen  Zellzyklusphasen  auf  einander  abgestimmt waren  und  dass  sie  sich  teilweise wider‐
sprechen. Es können somit Limitierungen der angewandten Methoden dafür verantwortlich 
sein,  dass  es  nicht  ausreicht,  das  biphasische Verhalten  der  Ku70‐/‐‐Mutante  endgültig  zu 
erklären. Da die γH2AX‐Foci‐Methode eine quantitative und keine qualitative Methode dar‐
stellt,  ist die Etablierung weiterer Methoden zur Qualitätsmessung der Reparatur erforder‐
lich, um diese Fragestellung weiter zu bearbeiten. Die Zellzyklusphasen‐spezifische Überle‐
bensfähigkeit  der HR‐Mutante wurde  aus  zeitlichen Gründen  nicht  untersucht. Unter  der 
Zuhilfenahme  der  Daten  aus  den  Synchronisationsexperimenten  von  Takata  et  al.,  1998 
wurde eine mögliche schematische Darstellung der Zellüberlebensfähigkeit  in Abhängigkeit 
von der Zellzyklusphase erstellt (Abb. 5.2). 
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Abb. 5.2: Gebrauch von c‐NHEJ und HR im Überleben durch den DT40‐Zellzyklus
Schematische Darstellung, welche die Wichtigkeit von c‐NHEJ und HR  für die Überlebensfähigkeit  im DT40‐
Zellzyklus sowie deren Übergänge im Zellzyklus beschreibt. Die blaue Kurve beschreibt den Gebrauch von HR 
(Takata et al., 1998). Die orange‐gefärbte Kurve beschreibt den Gebrauch von c‐NHEJ. 
5.2 Einordnung von Artemis in die DSB‐Reparatur im DT40‐Zellsystem 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde das Protein Artemis  in das DSB‐Reparaturmodell nach 
Bestrahlung im DT40‐Zellsystem eingeordnet. Bislang war bekannt, dass Artemis hauptsäch‐
lich während  c‐NHEJ  beteiligt  ist  und  dass  Artemis‐defiziente  Zellen  sehr  empfindlich  auf 
genotoxischen Stress, wie  ionisierende Strahlung, reagieren (Ma et al., 2002; Jeggo & Neill, 
2002). Diese Erkenntnisse betreffen sowohl Säugetierzellen als auch die DT40‐Zellen  (Ishiai 
et al., 2004,  Iwabuchi et al., 2006; van Gent & van de Burg, 2007; Kurosawa et al., 2013). 
Eine weitere Studie verdeutlichte, dass die Zellen Artemis bei der Reparatur der ca. 10‐15% 
der strahleninduzierten DSBs benötigen (Riballo et al., 2004). Sowohl für die in der G1‐Phase 
als auch in der G2‐Phase bestrahlten Zellen wurde gezeigt, dass es sich um die langsam ab‐
laufende Reparaturkomponente handelt. Für die G1‐Phase wird ein A‐EJ‐Mechanismus ver‐
mutet  (Goodarzi  &  Jeggo,  2012).  Dagegen  handelt  es  sich  in  der  G2‐Phase  um  die  HR 
(Beucher et al., 2009). Alle bisherigen Studien zur Funktion von Artemis in DT40‐Zellen wur‐
den mit Hilfe von Überlebensexperimenten durchgeführt. Mit den neu an DT40‐Zellen etab‐
lierten Methoden, die eine Durchführung der Zellzyklusphasen‐abhängigen γH2AX‐Foci‐ und 
Chromosomenstudien  erlauben,  konnte  die  Funktion  von  Artemis  während  der  DSB‐
Reparatur genauer betrachtet werden. Die Untersuchungen mit den Mutanten, in denen die 
Komponenten  anderer Reparaturwege, wie  SNM1 A und B  (ICL‐Reparatur), Ku70  (c‐NHEJ) 
und  Rad54  (HR)  zusammen mit  Artemis  ausgeschaltet  wurden,  zeigen,  wie  die  Artemis‐
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abhängige Reparatur mit anderen Reparaturwegen wechselwirkt und welche weitere Funk‐
tion das Protein Artemis ausübt. 
5.2.1 Einfluss  der  Deletion  der  snm1a‐,  snm1b‐  und  snm1c/artemis‐Gene  auf  das 
klonogene Überleben und die Zellzyklusphasen‐abhängige Reparatur  
Die  in  dieser  Arbeit  gezeigten  Ergebnisse  der  Überlebensexperimente  mit  exponentiell 
wachsenden Artemis‐Einzel‐, Doppel‐  und Dreifachmutanten  bestätigen  die Aussage,  dass 
diese Zellen strahlenempfindlich sind. Die Dreifachmutante SNM1A/B/C‐/‐/‐ stellte dabei die 
strahlenempfindlichste Zelllinie dar (Abb. 4.20). Die  in der Studie von  Ishiai et al., 2004 un‐
tersuchten Funktionen der SNM1A‐, B(Apollo)‐ und C(Artemis)‐Proteinen in den DT40‐Zellen 
nach der Bestrahlung und nach Inkubation mit ICL‐induzierenden Agenzien zeigten, dass die 
Deletion  der  snm1a‐  und  snm1b‐Gene  zu  einer  Hypersensibilisierung  gegenüber  der  ICL‐
induzierenden  Agenzien, wie  Cisplatin  bzw. MMC  und  nicht  gegenüber  der  ionisierenden 
Strahlung  führte. Daraufhin wurde die Beteiligung  der  SNM1A‐  und  SNM1B‐Nucleasen  an 
der  ICL‐ und nicht an der DSB‐Reparatur postuliert.  In den DT40‐Zellen  (Ishiai et al., 2004) 
und  in  vielen  anderen  Säugetierzellen  (Yan  et  al.,  2010)  wurde  gezeigt,  dass  die 
SNM1C(Artemis)‐defizienten Zellen eine Empfindlichkeit gegenüber der Strahlung und keine 
Empfindlichkeit gegenüber den  ICL‐induzierenden Agenzien aufzeigen. Da die Funktion der 
Komponenten A und B bei der Strahlenantwort  im DT40‐Zellsystem bis  jetzt noch nicht be‐
schrieben ist, wurde erwartet, dass die Überlebenskurve der SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Mutante auf der 
Höhe der Artemis‐Mutante verläuft. Wie die Überlebensexperimente der Artemis (SNM1C)‐
Einzelmutante gezeigt haben, sind sie nur  im Vergleich zum WT moderat strahlenempfind‐
lich. Die viel größere Differenz der Überlebensfähigkeit  zwischen WT‐ und SNM1A/B/C‐/‐/‐‐ 
als zwischen WT‐ und Art‐/‐‐Kurven lässt vermuten, dass es entgegen den zuvor durchgeführ‐
ten Untersuchungen mit  der  SNM1A/B‐/‐‐Doppelmutante  im DT40‐Zellsystem  eine  Beteili‐
gung der A‐ und B‐Komponenten bei der Strahlenantwort gibt. Die Funktionen von SNM1A 
und SNM1B/Apollo werden in der Literatur kontrovers diskutiert. Wie auch Artemis/SNM1C 
wurden diese Proteine als Nucleasen charakterisiert (Sengerová et al., 2012). Eine Studie mit 
Mauszellen und humanen Krebszellen zeigte, dass SNM1A eine wenig bedeutende bis keine 
Rolle bei der DSB‐Reparatur hat. Lediglich wird der SNM1A‐Nuclease  in den Säugetierzellen 
eine Zellzyklus‐regulatorische Funktion zugeschrieben. Vermutlich  ist sie an der Aktivierung 
des G2/M‐Checkpoints beteiligt (Akhter & Legerski, 2008). Eine Studie, welche die Funktion 
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von SNM1B  in den humanen Zellen untersucht hat, beschrieb, dass dieser Faktor ebenfalls 
eine  spezifische  Rolle  in  der  Reparatur  von MMC‐  oder  Cisplatin‐induzierten  ICL‐Schäden 
spielt und sich nicht an der Reparatur der strahleninduzierten Läsionen beteiligt (Bae et al., 
2008). Auf der anderen Seite gab es  jedoch eine  frühere Arbeit mit der HeLa‐Zelllinie, die 
eine gewisse Bedeutung von SNM1B/Apollo  in der Reparatur nach  ionisierender Strahlung 
nachweisen  konnte.  Es wurde  für  die  Zellen,  deren  SNM1B/Apollo‐Aktivität mittels  siRNA 
(small  interference  RNA)  herunterreguliert  wurde,  eine  mit  si53BP1‐Zellen  vergleichbare 
Strahlenempfindlichkeit im Überlebensexperiment festgestellt. Diese Studie postulierte, dass 
die  SNM1B/Apollo‐Nuclease  in die  Strahlenantwort eingeordnet werden  kann  (Demuth  et 
al., 2004). Die  in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Zellzyklusphasen‐spezifischen Re‐
paraturstudien der Art‐/‐ und der SNMA/B/C‐/‐/‐‐Mutante, sowohl auf der Ebene der γH2AX‐
Foci,  als  auch  auf  der  chromosomalen  Ebene,  zeigen,  dass  die Abwesenheit  der  Proteine 
SNM1 A, B und C in allen Phasen des Zellzyklus, bis auf die mittlere S‐Phase, zu einer vermin‐
derten Reparaturkapazität geführt hat. Des Weiteren wurde beobachtet, dass es eine diffe‐
rentielle Beteiligung der drei Proteine gibt. So liegt der Reparaturdefekt der Dreifachmutan‐
te in der G1‐Phase auf der Höhe der Artemis (SNM1C)‐Einzelmutante (Abb. 4.21). Das würde 
bedeuten, dass in dieser Zellzyklusphase die SNM1A und B‐Proteine keine Beteiligung in der 
DSB‐Reparatur haben und nur das SNM1C‐Protein(Artemis) hier gebraucht wird. Artemis ist 
während  c‐NHEJ beteiligt und agiert als Exonuclease um DNA‐Loop‐Strukturen aufzulösen, 
die sich im Zuge dieses Vorganges, ähnlich wie auch während der V(D)J‐Rekombination, aus‐
bilden  (Jeggo  &  O’Neill,  2002).  Dieser  Schritt  ist  notwendig,  um  die  DNA‐Enden  auf  die 
Ligation  vorzubereiten  und  um  die  korrekte  Reparatur  zu  gewähren. Wenn  also  Artemis 
(SNM1C) fehlen, können die DNA‐DSB‐Enden, die diese Prozessierung benötigen, nicht mehr 
über das c‐NHEJ repariert werden.  In der G1‐Phase  findet auch keine HR statt, so dass der 
ausgebildete  Reparaturdefekt  in  der  Art‐/‐‐  und  der  SNMA/B/C‐/‐/‐‐Mutante  auf  die  Beein‐
trächtigung des c‐NHEJ zurückzuführen ist. Die Reparaturkapazität der in der frühen S‐Phase 
bestrahlten  Zellen  unterscheidet  sich  deutlich  von  derjenigen  der  G1‐Phase  Zellen.  Dort 
wurde ein Reparaturdefekt  in der Art‐/‐‐ und ein noch höherer Defekt  in der SNMA/B/C‐/‐/‐‐
Mutante detektiert  (Abb. 4.23, B; obere Teilabbildung). Frühere Arbeiten  zeigten, dass Ar‐
temis sowohl während der Reparatur über c‐NHEJ als auch über HR beteiligt ist (van Gent & 
van der Burg M., 2007; Beucher et al., 2009). Eine spätere Arbeit beschreibt eine Möglichkeit 
Artemis‐abhängigen  DSBs  über  ein  A‐EJ‐Mechanismus  zu  reparieren  (Goodarzi  &  Jeggo, 
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2012). Wie im ersten Teil dieser Arbeit anhand der c‐NHEJ‐ und HR‐Mutante gezeigt wurde, 
nutzen die in der frühen S‐Phase bestrahlten Zellen sowohl HR als auch c‐NHEJ, was mit der 
Lokalisation der DSBs  in den  replizierten bzw.  in den unreplizierten Bereichen  zusammen‐
hängt. Der Reparaturdefekt der Artemis‐Einzelmutante  ist  viel  kleiner  als derjenige der  c‐
NHEJ‐ bzw. der HR‐Mutanten (Abb. 4.23 B, obere Teilabbildung), was darauf hindeutet, dass 
nur ein ganz geringer Anteil der c‐NHEJ‐ bzw. HR‐abhängigen DSBs Artemis benötigen. Der 
noch  höhere  Reparaturdefekt  der  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Mutante  könnte  auf  die  synergistische 
Beteiligung von allen drei Komponenten SNM1 A, B und C in der DSB‐Reparatur in der frühen 
S‐Phase bestrahlten  Zellen  sein.  Zusammen mit der  Studie  von Demuth  et al.,  2004  kann 
zumindest eine Beteiligung von SNM1B bei der DSB‐Reparatur vorgeschlagen werden.  
Die  in der mittleren  S‐Phase bestrahlten  Zellen der Art‐/‐ und der  SNMA/B/C‐/‐/‐‐Mutanten 
wiesen einen Reparaturvorteil gegenüber dem WT auf (Abb. 4.23, B; mittlere Teilabb.). Auch 
die chromosomale Analyse bestätigte diesen Effekt. Dieses ist eine analoge Situation, wie sie 
bereits  in dieser Arbeit für die Ku70‐/‐‐Mutante beschrieben wurde. Es handelt sich vermut‐
lich um einen Mechanismus, welcher schnell abläuft, jedoch fehlerbehaftet ist.  
In der späten S‐Phase wird die Funktion von Artemis allein und in Kombination mit SNM1 A 
und  B wieder wichtig  (Abb.  4.23,  untere  Teilabbildung). Wobei  der  Reparaturdefekt  der 
SNMA/B/C‐/‐/‐‐Mutante mit dem der Ku70‐/‐‐Mutante vergleichbar  ist. Wie auch  im Fall von 
Ku70, hängt die Reparatur der in der späten S‐Phase induzierten DSBs, die in noch wenigen 
unreplizierten Bereichen lokalisiert sind, von Artemis und auch von allen drei Faktoren SNM1 
A, B und Artemis/C ab.  
Die Reparatur  in der G2‐Phase benötigt die Beteiligung  von Artemis und  stärker noch die 
Kombination aus SNM1 A, B und C (Artemis), was sich  in den Reparaturdefekten bei Abwe‐
senheit dieser Proteine widerspiegelt  (Abb. 4.22). Dieses Verhalten wurde mit der Analyse 
der BrdU‐negativen Metaphasen belegt (Abb. 4.24). In der G2‐Phase sind alle Reparaturwege 
aktiv, c‐NHEJ, HR und alternative Wege, die um DNA‐DSB‐Enden konkurrieren (Kass & Jasin, 
2010). Die Beteiligung  von Artemis  in G2  ist  für die  langsame Komponente  in der HR be‐
schrieben  (Deckbar  et  al.,  2007).  Aufgrund  des  detektierten  Reparaturdefektes  der  Art‐/‐‐
Mutante erst nach 4 h, wurde vermutet, dass auch in dieser Studie die Funktion von Artemis 
während der HR zukommt. Die Dreifachmutante weist einen größeren Reparaturdefekt als 
die Art‐/‐‐Mutante auf. Dieses ist nun ein weiterer Hinweis darauf, dass SNM1 A und SNM1 B 
zusammen mit Artemis an der Reparatur der strahleninduzierten DSBs beteiligt sind.  
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5.2.2 Funktion von Artemis als ein molekularer Schalter 
Die bisherigen Arbeiten mit dem DT40‐Zellsystem haben die Rolle von Artemis als nur einen 
c‐NHEJ‐Faktor  beleuchtet  (Iwabuchi  et  al.,  2006).  Seine  Funktion während  der HR wurde 
noch  nicht  beschrieben. Die  in  dieser Arbeit  erstellten  Reparaturkinetiken  der  in  der G2‐
Phase  bestrahlten  Zellen  geben  einen  Hinweis  darauf,  dass  einige wenige  DSBs  auch  im 
DT40‐Zellsystem unter Beteiligung von Artemis über den HR‐Weg repariert werden. Neben 
der Funktion während der HR zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Artemis eine weitere 
Funktion übernimmt, insbesondere wenn c‐NHEJ oder HR abwesend ist. Um Artemis in den 
Zusammenhang  in die HR einzubeziehen, wurden Rad54‐/‐/Art‐/‐  für das klonogene Überle‐
ben bestrahlt. Die Überlebenskurve dieser Doppelmutante verlief unter der des WT, auf der 
Höhe von Art‐/‐‐Mutante. Im Vergleich zu der Rad54‐/‐‐Einzelmutante waren die Zellen jedoch 
deutlich resistenter (Abb. 4.20). Die HR‐defizienten Zellen profitieren somit von der Artemis‐
Abwesenheit. Das bedeutet, dass diese Zellen ein effizientes c‐NHEJ oder aber einen alterna‐
tiven Reparaturweg  zur Verfügung haben. Diese Wege  sollten dann  zu einer verbesserten 
Überlebensfähigkeit  der  Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutante  im  Vergleich  zur  Rad54‐/‐‐Einzelmutante 
beitragen. Ein alternativer Prozess wird jedoch als ein langsamer und fehleranfälligerer Me‐
chanismus  als  c‐NHEJ beschrieben  (Dueva &  Iliakis,  2013). Basierend  auf den  Studien des 
klonogenen  Überlebens  kann  zunächst  das  c‐NHEJ  als  möglicher  Mechanismus  in  der             
Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutante angenommen werden. Das bedeutet, dass diese Zellen sowohl in der 
G1/frühen S‐ als auch in der späten S/G2‐Phase einen ausgeprägten Reparaturdefekt auf der 
Ebene der γH2AX‐Foci haben sollten. Dieses war jedoch nicht der Fall. Nur die Zellen der G1‐
Phase haben einen Artemis‐spezifischen Reparaturdefekt aufgewiesen  (Abb. 4.21). Für die 
G1‐Phase scheint also das c‐NHEJ nur bis zum Artemis‐Schritt  in der Transduktionskaskade 
möglich zu sein. Da das Ku‐Protein anwesend  ist und als erstes an die Bruchenden bindet, 
wird c‐NHEJ aktiviert. Ein korrektes c‐NHEJ benötigt aber auch die Anwesenheit von Artemis. 
Es könnte somit zu einem Wechsel zwischen c‐NHEJ und A‐EJ‐Mechanismus beim Artemis‐
abhängigen Schritt kommen.  In den anderen Zellzyklusphasen wurde der Rad54‐/‐‐bedingte 
Reparaturdefekt aufgehoben (Abb. 4.22; 4.23). Auch die chromosomalen Studien haben die‐
sen Effekt untermauert (Abb. 4.24, B). Bis auf die G2‐Phase handelte es sich um die Replika‐
tion‐assoziierte DSB‐Reparatur. Wie bereits anhand der Rad54‐/‐‐Einzelmutante gezeigt wur‐
de, sind in ihr viele sekundäre DSBs aufgetreten. Diese Schäden werden in der mittleren und 
späten S‐Phase bestrahlten Zellen in einer starken Abhängigkeit und nach der Bestrahlung in 
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der frühen S‐Phase in einer schwächeren Abhängigkeit über HR repariert (Abb. 4.23, B). Die‐
ses wurde für die Rad54‐/‐‐Einzelmutante auch mit dem Ansatz der moderaten Aphidicolin‐
Konzentration gezeigt (Abb. 4.13). Wenn Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Zellen eine bessere Überlebensfähig‐
keit besitzen und besser reparieren als die Rad54‐/‐‐Einzelmutante, insbesondere in den Zell‐
zyklusphasen, in denen die Rad54‐/‐‐Einzelmutante eine Beeinträchtigung der Reparatur hat, 
so könnte es bedeuten, dass Artemis eine  störende Funktion  in der HR‐Mutante während 
der  frühen, mittleren und späten S‐Phase besitzt.  Im Gegensatz zur Rad54‐/‐‐Einzelmutante 
werden  in der Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Doppelmutante keine sekundären DSBs angehäuft. Sekundäre 
DSBs  in der HR‐Mutante kommen hauptsächlich dadurch zustande, dass die  für die HR de‐
terminierten ein‐endigen DSBs unrepariert verbleiben und  in die zwei‐endigen DSBs umge‐
wandelt werden. Das  in der HR‐Mutante aktive c‐NHEJ kann die ein‐endigen DSBs nur teil‐
weise reparieren, wohingegen Faktoren der A‐EJ‐Wege eine möglicherweise höhere Affinität 
zu diesen Schäden haben. Fehlt in der HR‐Mutante die Artemis‐abhängige Reparatur über c‐
NHEJ,  können die  Schäden den  alternativen Reparaturwegen  zugeleitet werden. Auch die 
Situation der in der späten S‐ und G2‐Phase bestrahlten Zellen zeigte eine Verbesserung der 
Reparatur gegenüber der Rad54‐/‐‐Einzelmutante. Auch  in diesen Zellzyklusphasen kann die 
Abwesenheit von Rad54 und Artemis die A‐EJ‐Mechanismen aktivieren.  
Für die Analyse der Funktion von Artemis in einem c‐NHEJ‐defizienten Hintergrund, wurden 
die  Zellen  der  Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutante  untersucht. Das  klonogene Überleben  dieser  Zelllinie 
zeigte, dass die Zellen keinen  für die Ku70‐/‐‐Einzelmutante  typischen biphasischen Verlauf 
mehr aufweisen. Die Zellen waren, verglichen mit dem WT, auf dem gesamten untersuchten 
Bestrahlungsbereich  strahlensensitiv. Die Überlebenskurve  lag auf der Höhe der Art‐/‐ und 
Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutanten (Abb. 4.20). Ku70 und Art sind Faktoren des c‐NHEJ, so dass wenn 
sie fehlen, die Reparatur entweder über die HR oder über alternative Wege ablaufen kann. 
Auf der Ebene der γH2AX‐Foci  in G1 hat sich gezeigt, dass die Abwesenheit von Artemis  in 
den Ku70‐/‐‐Zellen die Reparatur verbessert  (Abb. 4.21). Da die HR  in G1 unterdrückt wird, 
kommt hier nur ein alternativer Weg in Frage, welcher durch das Fehlen der c‐NHEJ Faktoren 
Ku70 und Artemis, die mit den Faktoren des A‐NHEJ um DSB‐Enden konkurrieren, volle Akti‐
vierung erlangt (Wang et al., 2006). Ähnlich, wie bei den Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Zellen, läuft die Repa‐
ratur der Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Zellen  in allen anderen Zellzyklusphasen schneller als  in der Ku70‐/‐‐
Einzelmutante ab, was darauf hindeutet, dass die Reparatur über einen A‐EJ‐Mechanismus 
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abläuft. Eine aktuelle Studie von Kurosawa et al., 2013 hat einen analogen verbessernden 
Effekt der Artemis‐Deletion in den menschlichen c‐NHEJ‐defizienten Zellen gezeigt. 
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit scheint Artemis eine Funktion eines molekularen Schal‐
ters auszuführen. Dieser Schalter reguliert nicht nur den von Kurosawa et al., 2013 beschrie‐
benen Übergang von c‐NHEJ zu HR, sondern kann den Wechsel von c‐NHEJ‐ bzw. HR‐ zu ei‐
nem  alternativen Weg  ermöglichen,  damit  die  Zelle  trotz  der Abwesenheit  der wichtigen 
Reparaturwege  überlebensfähig  bleibt.  Im Umkehrschluss  bedeutet  das,  dass Artemis  die 
alternativen Wege  unterdrückt  und  für  die  korrekte Reparatur  über HR  und  c‐NHEJ  sorgt 
(Abb. 5.3). 
   
Abb. 5.3:  Einordnung von Artemis in die DSB‐Reparatur im DT40‐Zellsystem.
Artemis ist ein molekularer Schalter, der die DSBs von c‐NHEJ und HR ins A‐EJ überführt.  
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6 Ausblick  
Mit  Hilfe  der  Zellzyklusphasen‐spezifischen  γH2AX‐Foci‐Analysen,  Chromosomen‐
Untersuchungen und Überlebensexperimenten konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass 
das aus Studien mit Säugetierzellen bekannte Reparaturmodell zum Gebrauch von Repara‐
turwegen durch den Zellzyklus auch für das DT40‐Zellsystem gültig  ist. Eine Ausnahme zum 
Modell  stellt  jedoch die mittlere S‐Phase dar. Dort  zeigte  sich dass die Zellen der  c‐NHEJ‐
Mutante  eine  schnellere  Reparatur  als WT‐Zellen  aufweisen.  Der  Hauptreparaturweg  zur 
Reparatur strahleninduzierter DSBs nach Bestrahlung in G1‐ und G2‐Phase ist sowohl für das 
Säugetiersystem als auch  für das DT40‐Zellsystem das c‐NHEJ. Aber auch  für die Reparatur 
der DSBs  in unreplizierten DNA‐Bereichen, die vermehrt nach Bestrahlung  in der  frühen S‐
Phase induziert werden, ist das c‐NHEJ verantwortlich. Die HR ist für die Reparatur von DSBs 
in bereits replizierten Bereichen zuständig und  ist daher ab der mittleren S‐ bis in die späte 
S‐Phase der dominierende Prozess. Anhand der Ergebnisse mit der Doppelmutante, der ein 
wichtiges Protein zur DSB‐Erkennung  (Ku70) und ein weiteres Protein zur Homologiesuche 
(Rad54)  fehlen, wurde  in dieser Arbeit beobachtet, dass sie einen gewissen Anteil an DSBs 
reparieren kann. Es wird daher angenommen, dass es  sich um alternative Reparaturwege, 
MMEJ und A‐NHEJ, handelt.  In Säugetierzellen werden diese Reparaturwege als ein  langsa‐
mer,  jedoch sehr  fehleranfälliger Prozess beschrieben. Für DT40‐Zellen  ist noch unklar, mit 
welcher Kinetik diese Prozesse ablaufen, was in weiterführenden Studien bestimmt werden 
soll. Für MMEJ und A‐NHEJ  ist bislang bekannt, dass  sie Ku70‐unabhängig ablaufen. Beide 
Wege benötigen die Beteiligung vom MRN‐Komplex und von seinem Partner CtIP. Weitere 
Proteine, wie WRN und PARP‐1  sind ebenfalls daran beteiligt. Nach der Prozessierung der 
Enden werden diese via LIG1 (A‐NHEJ) und LIG3 (MMEJ) verknüpft. Es bleibt zu klären, wel‐
chen Beitrag die genannten Wege zur Reparatur von DSBs leisten und wie sie durch den Zell‐
zyklus reguliert werden. Für die Untersuchung, ob generell ein Ku70‐unabhängiger Mecha‐
nismus vorliegt, sollten die DT40‐Zellen mit einem PARP‐1‐Inhibitor behandelt werden und 
hinsichtlich der Reparatur untersucht werden. Ob  es  sich  um  eine Aktivierung  von MMEJ 
handelt, würde die Anwendung von LIG1‐Inhibitor Hinweise liefern. Für das A‐NHEJ sollte ein 
LIG3‐Inhibitor  verwendet werden.  Ein  anderes  Unterscheidungskriterium  zwischen MMEJ 
und A‐NHEJ  ist das Auftreten  von Mikrohomologien, die den  Literaturhinweisen nach nur 
während MMEJ auftreten. Mit DNA‐Sequenziermethoden können diese Bereiche entschlüs‐
selt werden. CtIP  ist ein weiterer Kandidat, welcher die Funktion von MMEJ aber auch die 
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der HR unterstützt. Entscheidender Unterschied zwischen der Resektion während MMEJ und 
HR ist die Länge der resektierten DNA‐Bereiche. Für die DT40‐Zellen ist bekannt, dass neben 
der Resektion in der späten S‐ und der G2‐Phase während der HR, dieser Faktor während der 
Resektion  in der G1‐Phase beteiligt  ist. Reparaturstudien mit der CtIP‐Mutante können die 
Reparatur über MMEJ charakterisieren. Als Ergänzung zu den bereits in dieser Arbeit durch‐
geführten Experimenten soll die Messung der Resektion in der S‐ und G2‐Phase mithilfe von 
Rad51‐Foci durchgeführt werden. Das Rad51 wird als ein etablierter HR‐Marker beschrieben. 
Etablierung der Rad51‐Foci‐Analyse nach 1 Gy‐Bestrahlung wird eine genauere Bestimmung 
des Anteils an HR während der  S‐ und der G2‐Phase  in DT40‐Zellen ermöglichen. Bei den 
Experimenten dieser Arbeit, die einen Vergleich zwischen der Zellzyklusphasen‐spezifischen 
Überlebensfähigkeit und der Reparatur aufstellten, hat sich  indirekt gezeigt, dass die Quali‐
tät der Reparatur die Zellüberlebensfähigkeit bedingt. Angenommen, dass die in der mittle‐
ren S‐Phase bestrahlten Zellen der Ku70‐/‐‐Mutante über ein A‐EJ‐Mechanismus reparieren, 
so  sollten die Metaphasen dieser Zellen viele Translokationen  zeigen, welche dann als ein 
Hinweis auf qualitativ schlechte Reparaturprodukte gesehen werden können (Weinstock et 
al., 2007). Für die Messung der Translokationen sollen geeignete Protokolle entwickelt wer‐
den.  
Um  die Untersuchungen  der  Artemis‐Funktion während  der  DSB‐Reparatur  zu  erweitern, 
sollten Zellzyklusphasen‐spezifische Überlebensexperimente durchgeführt und mit Repara‐
turstudien direkt verglichen werden. Ebenso sollten Untersuchungen zu Translokationen  in 
den Artemis‐defizienten  Zellen  durchgeführt werden,  um die  Schalter‐Funktion  zugunsten 
der A‐EJ‐Mechanismen zu bestätigen. 
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